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RESUMEN 
La paratuberculosis (PTBC) es una enfermedad crónica de los rumiantes, 
caracterizada por presentar un largo período de incubación y producir enteritis 
granulomatosa y diarrea profusa en estadios avanzados. Es causada por 
Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (Map). Su importancia 
económica se debe a las pérdidas asociadas con el descenso de la producción 
láctea, el desmejoramiento de los animales y la mortalidad. 
Según la severidad de los signos clínicos, la evolución de la PTBC bovina 
puede dividirse en cuatro estadios: silencioso, subclínico, clínico y avanzado. 
Los animales que cursan los primeros estadios, que habitualmente son los de 
mayor duración, excretan Map por calostro, leche y heces sin evidenciar signos 
clínicos. De esta manera transmiten la infección a otros animales susceptibles, 
particularmente a los terneros. 
Por lo expuesto, el control de la enfermedad debería basarse en la detección 
precoz y eliminación temprana de los animales infectados. Sin embargo, las 
pruebas diagnósticas disponibles actualmente adolecen de una marcada falta 
de sensibilidad, que las hace incompatibles con este tipo de estrategia. 
Las pruebas reconocidas y corrientemente en uso para el diagnóstico de PTBC 
son el cultivo de materia fecal y la prueba de ELISA indirecto para la detección 
de anticuerpos séricos. En estadios subclínicos la sensibilidad de estas 
pruebas se encuentra por debajo del 50%. 
A fin de mejorar la sensibilidad diagnóstica se desarrollaron técnicas de 
biología molecular, como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), que 
puede ser aplicada en muestras de materia fecal, leche y tejidos. 
Sin embargo, la eliminación de Map por las dos primeras vías es intermitente y 
con una baja concentración. Por consiguiente, para incrementar la sensibilidad 
se desarrolló un método de concentración de microorganismos: la separación 
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inmunomagnética (IMS) mediante la utilización de nanopartículas imantadas 
acopladas a anticuerpos policlonales antiMap. El procedimiento aplicado a la 
leche bovina no solo aumenta la concentración de Map, sino que además 
elimina los componentes lácteos inhibidores de la PCR. 
La finalidad de esta tesis fue desarrollar un procedimiento de identificación de 
Map en muestras de leche. El protocolo elaborado cuenta con dos etapas: 
a. concentración del microorganismo por separación inmunomagnética con 
nanopartículas imantadas (perlas inmunomagnéticas) acopladas a 
anticuerpos monoclonales y policlonales específicos, producidos en la 
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Buenos Aires. 
b. identificación del material genético mediante la aplicación de una PCR 
IS900 con cebadores diseñados en la misma casa. 
Además, a fin de evaluar la técnica en condiciones de campo (evaluación 
preliminar), se analizaron muestras de leche cruda de bovinos procedentes de 
establecimientos infectados y libres de PTBC. 
La máxima capacidad de adhesión de las perlas inmunomagnéticas se obtuvo 
cuando se utilizaron de manera simultánea perlas acopladas a anticuerpos 
monoclonales y perlas acopladas a anticuerpos policlonales (107 UFC/mL). 
La PCR IS900 con los cebadores diseñados por la Dra. S. L. Mundo, en la 
Facultad de Ciencias Veterinarias mostró mayor sensibilidad analítica que con 
los cebadores diseñados por el Dr. Collins y col. y que la PCR ISF57, 
detectando 101, 103 y 102 UFC de Map/mL, respectivamente. Además, no 
presentó reacción cruzada cuando fueron enfrentadas con otras micobacterias 
como M. avium subsp. avium, M. phlei, M. fortuitum ni con M. scrofulaceum. 
En el ensayo a campo, se tomaron muestras de leche, materia fecal (MF) y 
sangre de 147 animales asintomáticos provenientes de 5 establecimientos 
infectados, y de 118 animales de 4 establecimientos libres de PTBC. Dichas 
muestras fueron analizadas por el método desarrollado (IMS-PCR IS900), por 
cultivo de leche y de MF y por ELISA indirecto en suero. 
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De las muestras provenientes de los establecimientos infectados se obtuvieron 
los siguientes resultados positivos: IMS-PCR IS900: 80 (54,4%), cultivo de 
leche: 2 (1,4%), cultivo de MF: 17 (11,6%) y ELISA: 52 (35,4%). Las 118 
muestras de los establecimientos libres resultaron negativas a todas las 
pruebas. 
La concordancia entre IMS-PCR IS900 y el cultivo de MF, y entre IMS-PCR 
IS900 y el ELISA presentó un nivel leve. Esto es consistente con la baja 
sensibilidad que tanto el cultivo como el ELISA presentan en animales 
asintomáticos. La sensibilidad y la especificidad relativas del cultivo de materia 
fecal con respecto a IMS-PCR IS900 fueron estimadas en 18,8% y 98,9% 
respectivamente. Para el ELISA, estos parámetros fueron estimados en 36,2% 
y 87,6% respectivamente. 
La ausencia de resultados positivos en los establecimientos libres es un 
indicador del alto nivel de especificidad demostrado por la IMS-PCR IS900. 
Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que la técnica de IMS-PCR 
IS900 tiene una capacidad de discriminación más eficiente que las pruebas 
actualmente disponibles. Además, frente al cultivo de MF o de leche presenta 
la ventaja en el tiempo de procesamiento, que es significativamente más 
reducido que el necesario para un cultivo. 
Lo mencionado justifica que el método sea validado y posteriormente 
implementado para su uso como diagnóstico rutinario de muestras de campo. 
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SUMMARY 
Paratuberculosis (PTB) is a chronic disease of ruminants, characterized by a 
long incubation period and development of granulomatous enteritis and diarrhea 
in advanced stages of the disease. It is caused by Mycobacterium avium 
subspecies paratuberculosis (Map). Its economic relevance is due to reduced 
milk yield, progressive cachexia and mortality. 
Depending on the severity of clinical signs, the evolution of bovine PTB can be 
divided into four stages: silent, subclinical, clinical, and advanced. The animals 
in the early stages, which are usually the longest, excrete Map by colostrum, 
milk and feces, with no evidence of clinical signs. In this way, the spread of the 
infection to other susceptible animals, particularly calves, takes place. 
For these reasons, control of the disease should be based on early detection 
and rapid culling of infected animals. However, currently available diagnostic 
tests have not enough sensitivity to do feasible the implementation of this type 
of strategy. 
The recognized and currently in use diagnostic tests for the diagnosis of PTB 
are fecal culture and indirect ELISA test for the detection of serum antibodies. In 
subclinical stages the sensitivity of these tests is below 50%. 
In order to improve the diagnostic sensitivity, biotechnology was applied for the 
development of new methods, as the polymerase chain reaction (PCR) that can 
be applied in feces, milk and tissues samples. 
However, the elimination of Map by feces or milk is intermittent and with a low 
concentration. Therefore to increase sensitivity a method of concentration of 
Map was developed: immunomagnetic separation (IMS) using magnetic 
nanoparticles coupled to polyclonal antibodies antiMap. The procedure applied 
to bovine milk not only increases the concentration of Map, but also removes 
the milk components PCR inhibitors. 
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The purpose of this thesis was to develop a procedure to identify Map in milk 
samples. The developed protocol has two stages: 
a. concentration of microorganisms by immunomagnetic separation with 
magnetic nanoparticles (immunomagnetic beads) coupled to specific 
monoclonal and polyclonal antibodies produced in the Faculty of 
Veterinary Science, University of Buenos Aires. 
b. identification of genetic material by the application of IS900 PCR with 
primers designed in the same Faculty. 
In addition, in order to evaluate the performance of the method in field 
conditions (preliminary assessment), samples from dairy cows from both 
infected and free farms were analyzed. 
The maximum adhesion of immunomagnetic beads was obtained when beads 
coupled to monoclonal antibodies were used simultaneously with beads 
coupled to polyclonal antibodies (107 CFU/mL). 
A greater analytical sensitivity was obtained with the IS900 PCR with primers 
designed by Dr. S. L, Mundo, at the Faculty of Veterinary Science, compared to 
the IS900 PCR with primers designed by Dr. Collins et al. and ISF57 PCR (the 
methods were able to detect 101, 103 and 102 Map CFU/mL respectively). 
Furthermore, the IS900 PCR did not present cross-reaction when they were 
tested with other mycobacteria like M. avium subsp. avium, M. phlei, M. 
fortuitum and M. scrofulaceum. 
In field conditions, was used the milk, feces and blood samples of 147 
asymptomatic dairy cows from 5 infected farms and 118 of cows with same 
condition from 4 free-farms. These samples were analyzed by the method 
developed (IMS-PCR IS900), by milk and fecal culture MF and by indirect 
ELISA in serum. 
From the infected farms samples were obtained following positive results: IMS-
IS900 PCR: 80 (54.4%), milk culture: 2 (1.4%), fecal culture: 17 (11.6 %) and 
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ELISA: 52 (35.4%). The 118 samples from the 4 free-farms were negative to all 
tests. 
The agreement between IMS-IS900 PCR and fecal culture and between IMS-
IS900 PCR and ELISA showed a low level. This is consistent with the low 
sensitivity that those methods present in the asymptomatic cows. The sensitivity 
and specificity for the fecal culture with respect to IMS-IS900 PCR were 
estimated at 18.8% and 98.9% respectively. For ELISA, these parameters were 
estimated at 36.2% and 87.6% respectively. 
The absence of positive results in the free farms is an indicator of the high level 
of specificity shown by the IMS-IS900 PCR. 
The results obtained in this work suggest that IMS-IS900 PCR technique has a 
discriminatory capacity more efficiently than currently available tests. 
Furthermore, this technique in comparison with the fecal or milk culture has the 
advantage in processing time, which is significantly lower than that required for 
culture. 
The above justifies the method is validated and subsequently deployed for use 
as routine diagnosis of field samples. 
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 
La paratuberculosis (PTBC) o enfermedad de Johne es una enteritis infecciosa 
y crónica de los rumiantes, principalmente de bovinos lecheros, causada por 
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map). Es endémica a nivel 
mundial con fuerte impacto en la producción animal, en el comercio 
internacional de animales y sus productos y también en la salud pública. Por 
tales motivos, se halla en la lista de enfermedades de declaración obligatoria 
de la Organización Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2010). 
Debido a que el tratamiento con antimicrobianos no es efectivo, el control de la 
enfermedad se basa en el diagnóstico certero y precoz de los animales 
infectados y su eliminación del rodeo. La sensibilidad (SE) y especificidad (ES) 
de las pruebas diagnósticas actuales dependen del estadio de la enfermedad. 
El cultivo de materia fecal (MF) y la prueba de ELISA presentan buena SE en 
los estadios avanzados, no así en los subclínicos (OIE, 2008), lo cual 
constituye un importante problema diagnóstico. 
La importancia de la identificación de Map en leche cruda en rodeos bovinos 
lecheros se fundamenta en tres puntos: i) la leche es una de las principales 
vías de transmisión del microorganismo al ternero, con lo cual se perpetua la 
enfermedad en el rodeo, ii) las pérdidas económicas en la producción lechera 
debidas a la PTBC y iii) la presencia de Map en productos lácteos para el 
consumo humano y su vinculación con la enfermedad de Crohn. 
1.1. ETIOLOGÍA DE LA PARATUBERCULOSIS 
El agente etiológico de la PTBC es el Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis (Thorel et al., 1990) originariamente denominado 
Mycobacterium enteritidis chronicae pseudotuberculosae bovis Johne por Twort 
L. R. Gilardoni Introducción 
 
 2 
e Ingram en 1912, quienes obtuvieron por primera vez y por hallazgo casual, un 
cultivo puro de la micobacteria. 
El Map pertenece al género Mycobacterium, familia Mycobacteriaceae, 
suborden Corynebacterineae, orden Actinomycetales, subclase 
Actinobacteridae y clase Actinobacteria. Es una de las 4 subespecies 
pertenecientes a la especie Mycobacterium avium y por ello pertenece al 
complejo de Mycobacterium avium-intracellulare: MAC (Tortoli et al., 2004; 
Kazda, 2009). Este complejo está conformado por 6 especies de micobacterias 
de crecimiento lento y patógenas para los animales y el hombre: M. 
intracellulare (Thorel et al., 2001; Kazda, 2009), M. avium, M. chimaera (Tortoli 
et al., 2004; Durnez et al., 2008), M. colombiense (Murcia et al., 2006), M. 
arosiense (Bang et al., 2008) y M. vulneris (van Ingen et al., 2009).  
La especie M. avium es subclasificada según la velocidad de crecimiento, 
requerimientos de cultivo, patogenicidad y rango de hospedadores, en 4 
subespecies: M. avium subsp. avium, Maa, (Thorel et al., 2001; Johansen et al., 
2005; Kazda, 2009), M. avium subsp. hominisuis (Möbius et al., 2006; Kazda, 
2009), M. avium subsp. silvaticum (Thorel et al., 1990; Kazda, 2009) y M. avium 
subsp. paratuberculosis (Thorel et al., 1990; Kazda, 2009). La conformación del 
complejo MAC y la subclasificación de la especie M. avium se exponen en la 
Figura 1. 
1.1.1. Características generales de Map 
Es un bacilo corto, recto o ligeramente curvo de 1 a 2 µm de largo y de 0,5 µm 
de ancho, inmóvil, aeróbico o microaerófilo. Es un parásito intracelular obligado 
pues para su multiplicación requiere de macrófagos del hospedador 
susceptible. Si bien es Gram positivo, el alto contenido lipídico y ácidos 
micólicos de su compleja pared celular le otorgan la característica de bacilo 
ácido-alcohol resistente (BAAR) con la técnica de Ziehl-Nielsen (ZN). Map se 
caracteriza por tener i) una baja actividad metabólica, por ende un prolongado 
tiempo de incubación, ii) estricta dependencia al sideróforo micobactina (Thorel 
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et al., 1990; Lambrecht y Collins, 1992; Li et al., 2005), iii) tendencia a formar 
grumos (Klijn et al., 2001) y iv) presencia de la secuencia de inserción IS900 
(Green et al., 1989; Collins et al., 1989). 
MAC
M. intracellulare
M. avium
M. chimaera
M. arosiense
M. colombiense
M. vulneris
M. avium subsp. hominisuis
M. avium subsp. avium
M. avium subsp. paratuberculosis
M. avium subsp. silvaticum
 
Figura 1: Complejo M. avium-intracellulare (MAC) y la subclasificación de la especie M. 
avium 
Las pruebas bioquímicas utilizadas rutinariamente para identificar y caracterizar 
microorganismos (MO) son de limitado valor para Map. Sin embargo se 
obtienen resultados positivos en las pruebas de catalasa, hidrólisis de Tween y 
la prueba de la trehalosa (Chiodini et al., 1986), técnica utilizada por Thorel y 
col. (1990) para identificar las subespecies del complejo MAC. 
1.1.1.1. Resistencia y persistencia en el ambiente 
La baja actividad metabólica y la compleja pared celular le otorgan resistencia 
frente a condiciones ambientales adversas. Puede sobrevivir 5 meses en agua 
de río y 9 meses en aguas de laguna (Holzmann et al., 2004), entre 5 y 11 
meses en MF y 1 año a -14ºC (Kazda, 2009). Los suelos húmedos, con pH 
ácido y alto contenido en turba favorecen su sobrevivencia (Johnson-
Ifearulundu y Kaneene, 1997; Manning y Collins, 2001; Ward y Perez, 2004). 
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Es sensible a la luz solar, sequía, pH alcalino, bajo contenido ambiental de 
hierro y a la ebullición (Whittington et al., 2004, 2005). Puede ser inactivado por 
desinfectantes en suspensión acuosa: amonio (3%), formol (5%), fenol (1:40), 
cloro y etanol, entre otros. Pero este efecto se reduce cuando Map está en MF 
seca (Chiodini et al., 1984). 
La predisposición a formar grumos (>104 bacterias/grumo) protegería a Map de 
los tratamientos térmicos, resistiendo la pasteurización de alta temperatura-
corto tiempo: 71,7°C durante 15 s (Klijn et al., 2001; Grant et al., 2002a, 2002b; 
Gao et al., 2002). Aunque hay discrepancias al respecto (Herman et al., 2006; 
Stabel, 1997) se ha demostrado la existencia de Map viable en leche fluida 
comercial y derivados destinados a consumo humano, en varios estudios 
desarrollados en diferentes países, como por ejemplo el Reino Unido (Grant et 
al., 2002a), República Checa (Ayele et al., 2005), Estados Unidos (USA) 
(Ellington et al., 2005a) y Argentina (Paolicchi et al., 2007a; Cirone et al., 2007). 
Estos informes confirman que la pasteurización no garantiza la muerte del 
100% de esta micobacteria (McDonald et al., 2005; Grant et al., 2005a, 2005b; 
Paolicchi et al., 2007a) y por tal motivo, la leche comercial y sus subproductos 
son considerados como una posible vía de transmisión a las personas, como 
así también, los suplementos lácteos de bovinos destinados a la alimentación 
de los terneros (Ikonomopoulos et al., 2005; Clark et al., 2006; Cerf et al., 2007; 
Paolicchi et al., 2007b; Shankar et al., 2010). 
1.1.1.2. Composición genética 
La secuenciación genómica de Map utilizando la cepa bovina K10 ha 
demostrado un cromosoma circular de 4.829.781 pares de bases (pb), con 
69,30% de guanina y citosina, GC (Li et al., 2005) y 15 a 20 copias de IS900, 
(GenBank n° X16293, ANEXO 1) de 1.451 pb (Green et al., 1989; Collins et al., 
1989). La utilización de esta IS en la PCR permite la identificación específica de 
cantidades mínimas de ADN bacteriano. Es rutinariamente empleada en la 
identificación de Map en muestras de tejido (Whittington et al., 1999a), en leche 
cruda y comercial (Grant et al., 2000, 2002a; Ellington et al., 2005a; Ayele et 
al., 2005; Paolicchi et al., 2007a; Cirone et al., 2007) y en biopsias intestinales 
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de pacientes con enfermedad de Crohn (Collins et al., 2000), especialmente 
cuando el cultivo y aislamiento bacteriológico no es posible (Englund et al., 
2002). Además, esta IS es empleada en estudios epidemiológicos (Pavlik et al., 
1999; Bartos et al., 2006), ratificación de aislamiento (Whittington et al., 1998) y 
en la identificación por polimorfismos en la longitud de los fragmentos de 
restricción (IS900-RFLP) de los 3 patrones de Map, denominados, según su 
aparente preferencia de especie, en tipo bovino (C), ovino (S) y en intermedio (I 
o B). Éste último, aislado en bisontes americanos y cabras de la India (Collins 
et al., 1990b; Whittington et al., 2001a). 
Sin embargo, la especificidad del IS900 en Map ha sido cuestionada por varios 
autores, debido a la identificación en otros MO de una IS con alta homología 
pero no idéntica, denominada IS900-like. El primer informe fue hecho por 
Cousins y col. (1999) en micobacterias relacionados con M. scrofulaceum 
obtenidas de muestras de MF de 4 animales (2 bovinos y 2 alpacas). Por otro 
lado, Naser y col. (1999) hallaron esta secuencia en Maa aislada de pacientes 
con síndrome de inmunodeficiencia humana. También en MF bovina, Englund y 
col. (2002) identificaron IS900-like en la Mycobacterium sp. 2333 relacionada 
con M. cookii. Años más tarde, Motiwala y col. (2004) reportaron su presencia 
en aislamientos de muestras de tejido de animales silvestres. Rajeev y col. 
(2005) en una bacteria no Map y no secuenciada y Tadeii y col. (2008) en M. 
porcinum, proveniente de muestras de leche de tanque. 
La diferenciación entre IS900 e IS900-like se puede realizar por secuenciación 
o genotipificación del segmento amplificado mediante metilación-restricción 
(Mundo, 2005). Varios investigadores han propuesto utilizar otras IS del 
genoma, como por ejemplo la ISF57 (GenBank n° X70277, ANEXO 1) de 620 
de pb, presente en sólo una copia y empleada en la PCR a tiempo real 
(Poupart et al., 1993; Vansnick et al., 2004). Debido a su única copia, es poco 
sensible y puede brindar resultados falsos negativos en muestras de animales 
bajos excretores de Map (Ellingson et al., 2005b; Mörbius et al., 2008; Rizaldos, 
2010; Castellanos et al., 2012). Asimismo, su aparente estricta especificidad es 
discutida a causa de reacciones cruzadas con M. obuense (Vansnick et al., 
2004; Möbius et al., 2008). 
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En la Tabla 1 se exponen las diferentes IS de Map, la cantidad de copias 
presentes en el genoma y las referencias. 
Tabla 1: Secuencias de inserción de Map, número de copias y referencias 
Nombre de IS Nº de copias Referencias 
IS900 15 - 20 Green et al., 1989; Collins et al., 1989 
ISF57 1 Poupart et al., 1993; Vansnick et al., 2004 
IS1311 7 - 10 Whittington et al., 1999b 
ISMav2 3 Strommenger et al., 2001; Stratmann et al., 2002 
ISMpa1 3 Olsen et al., 2004 
ISMap02 6 Stabel y Bannantine 2005 
hspX 1 Ellingson et al., 2005b; Clark et al., 2006 
Locus 255 1 Bannantine et al., 2002a, Motiwala et al., 2003 
 
En los últimos años se ha descubierto una variedad de secuencias de ADN 
repetidas en tándem (VNTR) de manera relativamente estable y de unidades 
repetitivas intergénicas dispersas (MIRU). Todas ellas han permitido identificar 
diferencias génicas entre cepas de Map en un mismo rodeo y de distintas áreas 
geográficas y en consecuencia realizar estudios epidemiológicos de 
prevalencia (Harris et al., 2006; Paolicchi et al., 2007a; Thibault et al., 2008; 
van Hulzen et al., 2011). 
1.2. EPIDEMIOLOGÍA  
1.2.1. Prevalencia 
La PTBC es una enfermedad endémica a nivel mundial, con una prevalencia 
generalmente subestimada, a causa de la baja SE de las pruebas diagnósticas, 
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el tamaño de la muestra, el grupo etáreo, la aptitud del rodeo, etc. (Nielsen y 
Toft, 2009). La mayor información y las altas prevalencias se hallan en los 
rodeos bovinos lecheros, debido a la prolongada permanencia de los animales 
en el establecimiento y al intenso proceso productivo que sufren los animales 
en lactación (Boelaert et al., 2000; Balseiro et al., 2003; Diéguez et al., 2007; 
Barkema et al., 2010). Nielsen y Toft (2009) realizaron una extensa recopilación 
bibliográfica sobre la prevalencia de PTBC en diferentes países y su 
correlación con las pruebas diagnósticas empleadas. 
En la República Argentina la prevalencia en rodeo de cría de la Cuenca del 
Salado (provincia de Buenos Ares) se ubicó entre el 7% y 20% (Paolicchi y 
Romano, 2007a), aunque para Moreira y col. (1994) fue entre el 25% y 51%. 
En Sampacho (suroeste de la provincia de Córdoba) fue de 5,3% y la 
prevalencia individual de animales afectados de 0,3% en establecimientos de 
cría y mixtos-ciclo completo (Magnano et al., 2002). En la Tabla 2 se presentan 
los resultados de diferentes estudios destinados a estimar la prevalencia de 
PTBC a nivel de rodeos y de animales realizado en diferentes países. 
Tabla 2: Reportes de prevalencia de PTBC a nivel rodeo e individual en diferentes países 
(en porcentaje) 
Prevalencia (en %) 
País 
Rodeos Animales 
Referencias  
Brasil 97 45 Gomes et al., 2005 
Canadá 16 a 57 2 - 8 Hendrick et al., 2005c; Morgan Scott et al., 2007 
Estados Unidos 68  Raizman y Wells, 2005a; NAHMS, USDA, 2008 
Perú  6,9 Ortiz et al., 2006 
Uruguay 85 15 Piaggio et al., 2003 
Alemania 85 12 Hacker et al., 2004 
Austria 0,5 a 2 3 - 19 Gasteiner et al., 2000; Dreir et al., 2006 
Australia  22 a 9  Kennedy y Allworth, 2000 
Bélgica 18 0,9 Boelaert et al., 2000 
Dinamarca 55 87 Jakobsen et al., 2000; Kennedy y Benedictus, 2001 
Eslovenia 18 0,4 Ocepek et al., 2002 
España 18 3 - 28 Sevilla et al., 2003; Balseiro et al., 2003; Diéguez et al., 2007 
Francia 0,02 a 4,6  Repiquet, 2001; Dufour et al., 2004 
Holanda 31 a 71 3-7 Muskens et al., 2000 
Inglaterra y Gales 17  Çetinkaya et al., 1998a 
Italia 70 7 - 14 Pozzato et al., 2011 
República Checa 12  Jakobsen et al., 2000 
Corea del Sur 3 a 7  Park et al., 2006 
India  >20 Singh et al., 2008 
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En la Figura 2 se presenta el mapa de distribución mundial de PTBC en 
animales domésticos. La fuente de información surge de los reportes 
semestrales realizados por los países miembros de la OIE en el período enero-
junio de 2011 (OIE-World Animal Health Information Database, Interface, 
2011). 
1.2.2. Importancia económica 
La OIE inscribe a la PTBC en la lista de enfermedades de declaración 
obligatoria (OIE, 2010), según el criterio de propagación internacional, 
importancia socioeconómica y/o sanitaria a nivel nacional, repercusiones en el 
comercio internacional de animales y por ser una posible zoonosis. 
Las pérdidas económicas por la PTBC se clasifican en directas, indirectas e 
inaparentes (Kennedy y Benedictus, 2001) a causa de la reducción del valor de 
la canal (Weber et al., 2006; Pillars et al., 2009), pérdida del potencial genético 
por sacrificio o muertes prematuras, restricciones en la compraventa de 
animales (Hendrick et al., 2005b), infertilidad, servicio veterinario y de 
laboratorio (Barkema et al., 2010), entre otras. Pero la mayor pérdida 
económica en los establecimientos con alta prevalencia es la reducción de la 
producción láctea, tanto en cantidad como en porcentaje de grasa y de 
proteínas (Gonda, et al., 2007; Pillars et al., 2009). La producción láctea puede 
descender entre un 15% a 20%; según el estadio de la enfermedad y número 
de lactancia (Spangler et al., 1992; Nordlund et al., 1996). En animales en 
estadios clínicos y/o avanzados se estima una pérdida de 573 kg y de 1.273 kg 
en la 1º y 5º lactancia, respectivamente (Benedictus et al., 1987; van Leeuwen 
et al., 2002). 
En Argentina se estimó una reducción de producción láctea de 19% y una 
pérdida económica de 22 millones de dólares estadounidenses (USD) en la 
zona de cría de la Cuenca del Salado y de 6.3 millones de USD para la cuenca 
lechera de la provincia de Buenos Aires (Paolicchi y Romano, 2007a). Las 
pérdidas en USA fueron  de 700 Kg de leche/vaca/año y entre 200-250 millones 
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Figura 2: Distribución de países según existencia de PTBC en animales domésticos, en 
función de los reportes semestrales (enero-junio 2011) realizados a la OIE. Fuente OIE-
WAHID (OIE-World Animal Health Information Database, 2011) 
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USD/año (Coussens, 2004a; Losinger, 2005), en Francia fueron de 2.734 
USD/animal en tambos y 2.685 USD en rodeos de carne (Dufour et al., 2004) y 
en Canadá, los costos anuales promedio en rodeo lechero fueron de 2.473 
USD (Chi et al., 2002). De todas maneras, el verdadero impacto económico es 
difícil de evaluar pues los estudios a campo sobre el tema son limitados por el 
alto costo y largo plazo (Barkema et al., 2010). 
1.2.3. Hospedadores 
Además de la especie bovina, el agente causal de la PTBC es aislado con 
mayor frecuencia de una variedad de hospedadores. Las especies no 
tradicionales podrían actuar como reservorios de Map con probabilidad de 
transmisión interespecífica, al compartir el mismo hábitat con los bovinos 
infectados y/o susceptibles (McClure et al., 1987; Beard et al., 2001a; Manning 
y Collins, 2001; Larson, 2003; Daniels et al., 2003; Raizman et al., 2005a, 
2005b; Judge et al., 2006; Stevenson et al., 2009). En la Tabla 3 se mencionan 
los rumiantes silvestres en los que se ha aislado Map. En la Tabla 4 se 
presentan especies de monogástricos, fauna silvestre y primates no humanos 
con aislamiento de Map. En la Figura 3 se muestra la distribución de países en 
los cuales se han identificado animales silvestres afectados por PTBC durante 
el primer semestre de 2011(OIE-World Animal Health Information Database, 
Interface, 2011). 
Map también ha sido aislado en una variedad de protistas ambientales, como 
las amebas Acanthamoeba polyphaga (Mura et al., 2006) y Acanthamoeba 
castellanii (Whan et al., 2005, 2006; Rowe y Grant, 2006). Según los estudios 
realizados por Fischer y col. (Fischer et al., 2003, 2004a, 2004b), ciertas 
especies de moscas, lombrices de tierra y escarabajos podrían ser vectores 
mecánicos en la transmisión de Map.  
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Tabla 3: Especies de rumiantes silvestres con aislamientos de Map 
ESPECIE REFERENCIAS 
Alpaca (Lama pacos) Lucas et al., 2003 
Antílope (Saiga tatarica) Motiwala et al., 2004 
Bisontes (Bison bison) Whitlock et al., 1999; Ellingson et al., 2005b 
Búfalo (Bufalus bubalis) Sivakumar et al., 2005 
Camello (Camelus bactrianus) Kramsky et al., 2000 
Ciervo (Cervus elaphus) Pavlik et al., 2000a; Raizman et al., 2005b 
Corzo (Capreolus capreolus) Pavlik et al., 2000a 
Gamo (Dama dama) Pavlik et al., 2000a 
Llama (Lama glama) Miller et al., 2000 
Muflón (Ovis musimon) Pavlik et al., 2000a 
 
 
Tabla 4: Especies de monogástricos, fauna silvestre y primates no humanos con 
aislamientos de Map 
ESPECIE REFERENCIAS 
Burro (Equus asinus) Dierckins et al., 1990 
Caballo (Equus cabalus) Larsen et al., 1972 
Conejo (Oryctolagus cuniculus) Beard et al., 2001b; Judge et al., 2006 
Córvidos (Corvus corone, monedula) Beard et al., 1999, 2001a 
Gato (Felis catus) Palmer et al., 2005 
Liebre (Lepus europacus) Beard et al., 2001a 
Lobo (Canis lupus) Beard et al., 2001a 
Macaco (Macaca arctoides) McClure et al., 1987 
Mandril (Papio sphinx)  Zwick et al., 2002 
Mustélidos (Mustela erminea, Meles Meles) Beard et al., 1999 
Ratón de campo y Rata (Ratus ratus) Beard et al., 1999 
Zorro (Vulpes vulpes) Beard et al., 1999 
 
El conocimiento de hospedadores alternativos cobra importancia por su 
interacción en la ecología y epidemiología de la PTBC, como así también en los 
planes de control de la enfermedad. 
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Figura 3: Distribución de países según existencia de PTBC en animales silvestres, en 
función de los reportes semestrales (enero-junio 2011) realizados a la OIE. Fuente OIE-
WAHID (OIE-World Animal Health Information Database, 2011) 
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1.2.4. Importancia de Map en Salud Pública 
1.2.4.1. Enfermedad de Crohn 
En medicina humana, el Map ha sido vinculado con la enfermedad de Crohn 
(EC) debido al aislamiento de la micobacteria en biopsias intestinales de 
pacientes con esta patología y a la similitud de los signos clínicos y lesiones 
anatomohistopatológicas entre ambas enfermedades (Dalziel, 1913; Crohn et 
al., 1932; Chiodini, 1989; Ayele et al., 2001; Hermon-Taylor y Bull, 2002; 
Yamamoto, 2005; Hasonova y Pavlik, 2006). 
La EC fue descripta por primera vez por Crohn y col. en 1932 e integra junto a 
la colitis ulcerativa, el grupo de las Enfermedades Inflamatorias Intestinales. Es 
una ileocolitis granulomatosa crónica que afecta principalmente a dos grupos 
etáreos comprendidos entre 20 a 30 años y entre 64 a 79 años (Gearry et al., 
2006), con actual incremento en niños, (Hildebrand et al., 2003). Tiene alta 
incidencia en los países desarrollados del hemisferio norte (Loftus et al., 2000). 
Aún hoy, la etiología de la EC es controversial. Se postulan las teorías 
microbiana, de autoinmunidad, de inmunodeficiencia y susceptibilidad genética, 
pero ninguna es concluyente (Lesage et al., 2002; Greenstein, 2003; Hilmi et 
al., 2006; Chamberlin y Naser, 2006; Shanahan 2002; Hermon-Taylor y Bull, 
2002). Entre las razones de escepticismo sobre la responsabilidad de Map se 
menciona la dificultad de su aislamiento y tinción en lesiones de EC (Collins et 
al., 2000; Ellington et al., 2003) y la baja prevalencia en la población más 
expuesta a los animales infectados (Jones et al., 2006). Sin embargo, 
numerosos estudios sobre la presencia de formas especiales de Map no 
cultivables ordinariamente: esferoplastos (Chiodini et al., 1986; Hulten et al., 
2001) aislados en tejidos, sangre periférica y leche materna de pacientes con 
EC (Bull et al., 2003; Naser et al. 2000a; 2004), la presencia de Ac específicos 
antiMap en dichos pacientes (Collins et al., 2000; Naser et al., 2000b; Olsen et 
al.; 2001; Nakase et al., 2006) y la efectiva acción de antibioticoterapia 
específica y prolongada contra Map (Chamberlin y Naser, 2006) ratifican la 
teoría microbiana. Los estudios en epidemiología genética de enfermedades 
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humanas señalan la mediación de 3 genes en la respuesta de inmunidad innata 
frente a bacterias intracelulares específicamente asociados con la EC (Behr et 
al., 2004, 2010; Sechi et al., 2005; Pinedo et al., 2010): el gen NOD2/CARD15 
(Girardin et al., 2003; Inohara et al., 2003), el gen ATG16L (Cadwell et al., 
2008; Saitoh et al., 2008) y el gen IRGM (Feng et al., 2004). Sin embargo, la 
proporción de casos de EC atribuibles a dichas mutaciones es baja (15% a 
30%). 
Hasta el presente, la información existente sobre la vinculación de Map y la EC 
es polémica y muchos investigadores han propuesto la etiología multifactorial 
(Grant, 2005b; Shanahan, 2002; Mendoza et al., 2009). 
1.2.4.2. Otras enfermedades 
El Map ha sido relacionado con la sarcoidosis (El-Zaatari et al., 1996), la 
diabetes mellitus tipo 1 (Dow, 2006a; Sechi et al., 2008; Rani et al., 2010) y el 
síndrome de Blau (Ellingson et al., 1998; Dow 2006b). Además, Richter y col. 
(2002) reportaron el primer caso de aislamiento de Map en un paciente con 
síndrome de inmunodeficiencia humana. 
1.2.5. Modalidad de trasmisión en bovinos 
La principal vía de trasmisión de Map es digestiva a través de calostro, leche, 
agua y pastos contaminados, y los animales infectados son la fuente primaria 
de infección (Chiodini et al., 1984; Sweeney, 1996; Daniels et al., 2003; 
Holzmann et al.; 2004; Gibson et al., 2008). Se estima que la dosis infectante 
es de 103 UFC/animal (Whittington y Sergeant, 2001). En rodeos con alta 
prevalencia, se observó una mayor excreción de Map en calostro que en leche: 
22,2% versus 8,3% (Herman et al., 2006). Estos datos revelan la alta incidencia 
de la transmisión de Map a las crías en edad neonatal a través del calostro y/o 
la leche, (Manning y Collins, 2001; Aly y Thurmond, 2005; Sweeney et al., 
2006; Nielsen et al., 2008a; Mendoza, 2010). Hecho corroborado por 
numerosas publicaciones sobre el aislamiento de Map en leche bovina 
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individual y de tanque por PCR en tiempo real (Bosshard, et al., 2006; Slana et 
al., 2008a; Haghkhah, et al., 2008). Como también su aislamiento en 
linfonódulos retromamarios (Sweeney et al., 1992a; Streeter et al., 1995; Giese 
y Ahrens, 2000; Windsor y Whittington, 2010) y la hipótesis del aparente 
ambiente favorable en la glándula mamaria (hiperosmolaridad) que le serviría 
de reservorio (Patel et al., 2006). Por lo cual, la separación inmediata de las 
crías post parto es de buena práctica para el control de la enfermedad 
(Kennedy y Benedictus, 2001). 
Otra posible vía de transmisión es la intrauterina, tanto en estadios clínicos 
como subclínicos. Existe una estrecha relación entre el porcentaje de crías 
nacidas infectadas y la prevalencia en el rodeo (Windsor y Whittington, 2010). 
El aislamiento de Map de tejidos de órganos genitales, tejidos fetales, placenta 
y semen de animales infectados confirman la transmisión vertical (Sweeney et 
al., 1992b; Sweeney, 1996; Eppleston et al., 2001; Lambeth et al., 2004; Ayele 
et al., 2004; Whittington y Windsor, 2009). La hipótesis de que los ovocitos y 
embriones sean portadores de Map, es hasta el momento discutida (Kruip et 
al., 2003; Perry et al., 2006). 
Ciertos vectores, como las larvas de Trichostróngilus sp, lombrices de tierra 
(Lumbricus terrestris), ninfas de cucaracha, escarabajos (Blatta orientalis) y 
ciertas especies de moscas (Eristalis tenax) son citadas como posibles vías de 
transmisión mecánica (Whittington et al., 2001b; Fisher et al., 2003, 2004a, 
2004b; Rower y Grant, 2006). 
La excreción fecal de Map oscila entre 102-108 UFC/g de MF, según el estadio 
de la enfermedad (Sweeney, 1996), por lo cual los estercoleros y las áreas de 
parto de rodeos infectados, son zonas de contaminación y transmisión 
(Raizman et al., 2005a; Windsor y Whittington, 2010). 
1.2.6. Factores de susceptibilidad 
Los animales más susceptibles a la infección son los menores de 6 meses de 
vida, por la inmadurez inmunológica, el desarrollo de las placas de Peyer 
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(Takanashi et al., 2008) y el nivel de exposición a Map (Marcé et al., 2011), 
aunque los signos clínicos se manifiestan a partir de los 3 a 5 años de edad. La 
susceptibilidad disminuye con la edad, aunque la probabilidad de infección en 
los animales adultos depende del estado fisiológico, inmunitario, nutricional, 
carga y frecuencia a la exposición bacteriana (Sweeney, 1996). Las hembras 
lecheras de alta producción y en el pico de lactancia tienen un alto riesgo de 
infección (Jakobsen et al., 2000). Los estudios sobre la probabilidad de 
heredabilidad y susceptibilidad de raza a la PTBC afirman que es baja (Koets et 
al., 2000; Mortensen et al., 2004; Gonda, et al., 2006). Aunque en Egipto se 
observó una baja prevalencia individual en bovinos nativos (17%) respecto a 
los bovinos Holstein importados de USA, Alemania y Holanda (86%) (Salem et 
al., 2005). La susceptibilidad de la razas Holstein, Jersey, Guernsey, entre 
otras, respondería a la causalidad de ser las razas predominantes en las 
explotaciones lecheras y por ende de mayor longevidad y/o estar influenciada 
por la coexistencia de otras enfermedades (Çetinkaya et al., 1998b; Manning y 
Collins, 2001). 
Ciertos estudios han demostrado la posible asociación entre PTBC con 
alteraciones genéticas similares a las halladas en la EC. Esto explica de cierta 
manera, el hecho que ciertos bovinos no enferman a pesar de estar en rodeos 
con PTBC (Mortensen et al., 2004; Pinedo et al., 2010). 
1.3. PATOGENIA 
1.3.1. Vía de entrada e invasión. Respuesta inmune del hospedador 
En el lumen intestinal bovino, Map atraviesa la mucosa del íleon a través de las 
células M epiteliales que recubren las placas de Peyer, para luego ser 
fagocitado por macrófagos subepiteliales, intraepiteliales y células dendríticas, 
proceso que demanda aproximadamente 1 h (Wu et al., 2007). En dichas 
células sobrevive y multiplica dentro de los fagosomas (Momotami et al. 1988; 
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Stabel, 2000a; Harris y Barletta, 2001; Bannantine y Stabel, 2000; Bannantine 
et al., 2003; Secott et al., 2004; Coussens et al., 2010). De esta manera se 
inicia el estadio asintomático o silencioso de 2 años o más (Chiodini, 1996). 
Ciertos autores han propuesto una localización inicial, transitoria y sin 
trascendencia clínica en tonsilas y linfonódulos retrofaríngeos (Lugton, 1999). 
Los macrófagos infectados migran hacia los linfonódulos mesentéricos y 
desencadenan una respuesta inmune celular (RIC) mediada por linfocitos T 
colaboradores y citoquinas proinflamatorias: interferón gamma (IFN-γ) y el 
factor de necrosis tumoral α (FNTα) (Momotani et al., 1988; Wood et al., 1991; 
Stabel, 1995, 2000b; Manning y Collins, 2001; Zur et al., 2003; Ayele et al., 
2004; Sivakumar et al., 2005; Tiwari et al., 2006). Estas sustancias atraen y 
activan a nuevos macrófagos al sitio de lesión para evitar la progresión de la 
infección, originando un granuloma difuso (Stabel, 2000a; Coussens et al., 
2004a) con aparente equilibrio entre el patógeno y el hospedador. Esta es la 
fase tuberculoide, paucibacilar o discreta que coincide con el estadio subclínico 
de la PTBC, en la que los animales son bajos e intermitentes excretores fecales 
de Map como así también en leche (Harris y Barletta, 2001; Coussens, 2004a, 
2004b). Algunos animales logran controlar y eliminar a Map, otros permanecen 
en este estadio de por vida sin signos clínicos (Mikkelsen et al., 2009; Nielsen, 
2010). 
En algunos casos, en un lapso de meses o años, la RIC declina gradualmente 
para ser reemplazada por una respuesta inmune humoral (RIH) con presencia 
de inmunoglobulinas. Este evento favorece la diseminación de Map por vía 
linfática y sanguínea. Se produce una bacteriemia de corta duración, en la que 
Map tiene predilección por el hígado, ubre, linfonódulos retromamarios, 
retrofaríngeos y mandibulares, útero y testículos (Sweeney et al., 1992a, 
1992b; Pavlik et al., 2000b; Stabel, 2000a, 2000b; Harris y Barletta, 2001; 
Eppleston et al., 2001; Manning y Collins, 2001; Weiss et al., 2002; Ayele et al. 
2004; Coussens et al., 2004a, 2004b; Nielsen, 2010; Fecteau y Whitlock, 2010). 
Las lesiones granulomatosas se extienden a la lámina propia adyacente y a 
otras zonas del intestino, comprimiendo y obliterando las criptas intestinales 
con trastorno circulatorio (Chiodini et al., 1984). Esta es la fase lepromatosa, 
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multibacilar o difusa de la PTBC, simultánea con el estadio clínico y avanzado 
(Chiodini, 1996), con importante excreción fecal de Map y síndrome de mala 
absorción. La RIH representa una respuesta tardía para controlar y limitar la 
diseminación de Map (Davis y Ramakrishnan, 2009). Con el tiempo, se produce 
una falla del sistema inmune que conduce a una anergia. Es el estadio 
avanzado de la PTBC (Stabel, 2000a, 2000b). 
Hasta el momento son poco conocidos los mecanismos responsables del 
cambio de perfil de la respuesta inmune. Este fenómeno podría estar 
relacionado a factores genéticos, exposición a Map, estrés (Kennedy y 
Benedictus 2001, Radostits et al., 2002; Paolicchi y Romano 2007a) o 
alteraciones en la producción de citoquinas (Tanaka et al., 2005). Para 
Coussens (2004a, 2004b), dependería de la dosis infectante, la vía de entrada 
y la disminución de las células proinflamatorias. Recientemente, Sohal y col. 
(2008) han publicado una completa revisión sobre la respuesta inmune frente a 
Map. 
1.3.2. Cuadro clínico 
El signo clínico característico de la PTBC bovina es la diarrea no sanguinolenta 
e intermitente que deviene con el tiempo en profusa e incoercible. A causa del 
síndrome de mala absorción hay pérdida progresiva de peso corporal y del 
estado general, disminución de la producción láctea, presentación de mastitis e 
infertilidad. 
La PTBC se divide en 4 estadios según la severidad de los signos clínicos, la 
eliminación del MO al ambiente y la probabilidad de diagnóstico (Whitlock y 
Buergelt, 1996; Nielsen y Toft, 2008c; Fecteau y Whitlock, 2010; Ostertock et 
al., 2010). El estadio I o silencioso comprende a los animales menores de 2 
años asintomáticos y nula o escasa excreción de Map. El estadio II o subclínico 
lo constituyen los bovinos adultos asintomáticos con menor producción láctea y 
excretores de Map por MF, calostro y leche. En el estadio III o clínico se hallan 
los animales con apetito normal pero con pérdida de peso, diarrea intermitente 
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e importante disminución de la producción láctea. Por último, en el estadio IV o 
avanzado los animales presentan letargia, edema submandibular y ventral del 
cuello, caquexia, diarrea persistente y deshidratación que lo llevan a la muerte. 
Sólo un 10% a 15% de los animales en estadio clínico sobreviven, pues la 
mayoría es eliminado anticipadamente por su baja productividad (Ayele et al., 
2001, OIE 2008, Paolicchi y Romano 2007a; Tiwari et al., 2006). 
En un rodeo se estima que por cada bovino con PTBC en estadio clínico hay 
15 a 25 animales subclínicos y/o silencioso, de los cuales sólo el 25% al 30% 
de ellos podría ser detectado con pruebas diagnósticas moleculares de alta SE 
(Fecteau y Whitlock, 2010). Esta situación fue ilustrada por Whitlock y Buergelt 
(1996) por una figura del tipo “iceberg”, ubicando a los animales en estadio 
clínico en la parte emergente y a los animales en estadio subclínico o 
silencioso en la porción sumergida ejemplificando así que la gran proporción de 
animales infectados no son reconocidos fácilmente dentro del rodeo (Figura 4). 
1.3.3. Lesiones anatomohistopatológicas 
Las lesiones macroscópicas características se localizan en íleon, válvula 
ileocecal y linfonódulos mesentéricos (Chiodini et al., 1984; Radostits et al., 
2002; Tiwari et al., 2006). La pared intestinal está engrosada, la mucosa y 
submucosa edematosas y con gruesos pliegues (aspecto “cerebroide”) que no 
desaparecen a la tracción (signo patognomónico). Se presenta también 
linfangitis, especialmente de linfonódulos ileocecales y lingangiectasia 
(Whitlock y Buergelt, 1996). En la Figura 5 se muestra la característica lesión 
de edema y pliegues de la mucosa del íleon en un bovino con PTBC. 
Es infrecuente hallar lesiones fuera del tracto intestinal, si bien en estadios 
avanzados se puede observar arteriosclerosis, placas fibrosas o calcificadas en 
la pared de la aorta torácica, mesentérica o en el endocardio, mioatrofia, infarto 
renal, anemia, leucopenia, edemas y exudados serosos en las cavidades 
corporales (Chiodini et al., 1984; Tiwari et al., 2006). 
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Histológicamente se observa una enteritis granulomatosa con infiltración focal o 
difusa en la lámina propia y submucosa intestinal de macrófagos con Map en 
su interior, fácilmente identificable con la tinción de ZN. Hay también infiltración 
de linfocitos, células plasmáticas, epitelioides y gigantes multinucleadas tipo 
Langhans. 
Las criptas intestinales se hallan comprimidas, con contenido infiltrativo y las 
vellosidades fusionadas (González et al., 2005). En la región paracortical de 
linfonódulos mesentéricos se presenta el mismo tipo de infiltrado, además de la 
linfanguitis granulomatosa (Radostits et al., 2002). 
1.4. DIAGNÓSTICO 
La eficacia de toda prueba diagnóstica está determinada por su SE y ES, 
ambas relacionadas a la prevalencia en el establecimiento de la enfermedad en 
estudio, dando como resultado los valores predictivos positivos y negativos 
(León y Duffy, 2006). El diagnóstico de la PTBC bovina puede realizarse por los 
signos clínicos, estudios anatomohistopatológicos, identificación del agente 
causal o por pruebas inmunológicas. La SE y ES de dichas pruebas depende 
del estadio de la enfermedad y la prueba de referencia utilizada, sin poder ser 
relacionadas con la prevalencia. Nielsen y Toft (2008c) realizaron una extensa 
recopilación sobre la SE y ES de las diferentes pruebas diagnósticas para 
PTBC bovina. 
1.4.1. Diagnóstico clínico 
La presencia de bovinos de 4 años de edad o más, con adelgazamiento 
progresivo, disminución en la producción láctea y diarrea intermitente o 
continua es sugerente de PTBC (Chiodini et al., 1984; Tiwari et al., 2006), 
aunque debe realizarse el diagnóstico diferencial con otros procesos crónicos 
caquectizantes.  La  ausencia  de  signos  clínicos  en  el  rodeo  no  asegura la  
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Figura 4: Estadios de la PTBC según Whitlock y Buergelt 
 
 
 
Figura 5: Lesiones macroscópicas de mucosa del íleon en bovino con PTBC (Cirone et 
al., 2007) 
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ausencia de infección, pues los casos clínicos representan sólo la punta del 
iceberg. En esta circunstancia son sugerentes los datos de descenso de la 
producción láctea, susceptibilidad a trastornos reproductivos o mayor incidencia 
de mastitis en rodeos lecheros (Chiodini et al., 1984). 
1.4.2. Diagnóstico anatomohistopatológico 
Es un diagnóstico de buena SE y ES en estadios clínico y/o avanzado, pero por 
ser poco práctico, invasivo y de elevado costo, no se utiliza de rutina. Las 
alteraciones anatomohistopatológicas características fueron enunciadas en el 
punto 1.3.3. En las lesiones con escasos BAAR se puede recurrir a las pruebas 
inmunohistoquímicas (Coestsier et al., 1998; Delgado et al; 2008; Martinson et 
al., 2008) o de hibridación in situ (Sechi et al., 2001; Mura et al., 2006). 
1.4.3. Identificación del agente causal 
Puede realizarse por bacterioscopía, cultivo bacteriológico o detección del 
material genético. 
1.4.3.1. Bacterioscopía 
La tinción de ZN se aplica sobre frotis de muestras de MF, calostro, leche y 
tejidos de mucosa intestinal, válvula ileocecal o linfonódulos mesentéricos. Es 
simple, rápido y económico, pero de baja SE y ES (Merkal et al., 1968). 
1.4.3.2. Cultivo bacteriológico 
La prueba diagnóstica de referencia de PTBC es el cultivo de tejido intestinal, 
de linfonódulos regionales y/o válvula ileocecal, con una SE de 70% y una ES 
de 95% (McKenna, et al., 2004; Tiwari, et al, 2006; Vansnick et al., 2007). 
Debido a las dificultades operativas para obtener dichas muestras en animales 
vivos, se determinó que la identificación del MO por cultivo de MF fuera la 
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prueba de referencia (Kalis, et al., 2000; Wells et al., 2003; van Schaik, et al., 
2003).  
El Map crece en medios sólidos con base de huevo (Herrold, Löwenstein 
Jensen, Stonebrink, etc.), sintéticos (Middlebrook 7H10, 7H11) y líquidos 
(Middlebrook 7H9, 7H12), suplementados con ácido oleico, albúmina bovina, 
dextrosa y catalasa (OADC) y micobactina J. Existen también sistemas 
automáticos (BACTEC 460 system, BACTEC 12B, Bactec MGIT 960), medios 
fluorométricos y colorimétricos (Collins et al., 1990a; Schwartz et al., 2000; 
Ellingson et al., 2004; Stich et al., 2004; Shin et al., 2007). 
En el cultivo se describen 4 puntos críticos: i) la descontaminación de las 
muestras, ii) la carga bacteriana, iii) el prolongado tiempo de incubación y iv) el 
reconocimiento de las colonias de Map en medio sólido (Whittington, 2009, 
2010). 
i) Los descontaminantes utilizados a baja concentración son bacteriostáticos 
para Map pero bactericidas a altas concentraciones y prolongado tiempo de 
exposición, por lo cual se debe lograr el equilibrio entre una eficiente 
inactivación de MO indeseables y la menor toxicidad para Map (Dundee et al., 
2001; OIE, 2008). El protocolo de descontaminación usualmente empleado 
utiliza el cloruro de hexadecilpiridinio (HPC) al 0,75% durante 18 h en las 
muestras de MF y durante 5 h para las de leche (Dundee et al., 2001; OIE, 
2008). No obstante, la descontaminación puede reducir la viabilidad de Map en 
un valor de 103 UFC (Stabel, 1997; Reddacliff et al., 2003; Johansen et al., 
2006) por lo cual, una significativa proporción de Map en las muestras no es 
recuperada post descontaminación (Grant y Rowe, 2004; Slana et al., 2008a; 
Dundee et al., 2001). 
ii) La carga bacteriana afecta en forma directa la SE de las pruebas 
diagnósticas basadas en la detección del MO. El coprocultivo (CC) requiere 
como mínimo 100 UFC/g de MF (Merkal, 1970), cantidad superada en animales 
con PTBC clínica pero no en los subclínicos (Collins, 1996; Dargatz et al., 
2001a; Metzger-Boddien et al., 2006), en los que la excreción fecal de Map es 
intermitente y de baja cuantía (Dundee et al., 2001; Grant y Rowe, 2001). Este 
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hecho es más significativo en leche, estimándose una excreción entre 2 a 8 
UFC/50mL (Sweeney et al., 1992a). Estos datos confirman la importancia de la 
concentración bacteriana en las muestras. Para tal fin, existen los protocolos de 
centrifugación, sedimentación o filtración, pero incrementan el número de MO 
contaminantes (Collins et al., 1990a; Grant et al., 1998b, 2000; Stabel, 1997; 
Gao et al., 2005, 2007). Se ha demostrado que la utilización de nanopartículas 
imantadas (NPI) en muestras biológicas heterogéneas, permite concentrar de 
manera específica el objeto de interés y obtenerlas en pureza mediante una 
separación inmunomagnética (IMS).  
Mediante esta técnica, una solución de NPI o perlas inmunomagnéticas (IMB) 
unidas a Ac antiMap, se adhieren a los antígenos de superficie bacteriana para 
luego ser recuperados por un soporte de campo magnético. Es una 
herramienta diagnóstica ventajosa para concentrar la micobacteria en muestras 
con baja carga bacteriana y evitar el riesgo de la descontaminación, 
demandando poco tiempo. Originariamente se empleó las IMB unidas a Ac 
policlonales antiMap (Grant et al., 1998a, 1998b, 2000; 2001; Khare et al., 
2004), pero se obtuvo reacciones cruzadas frente a Maa, M. intracellulare, M. 
kansasii, Pseudomonas sp.; Stafilococcus sp y Hafnia alvei (Grant et al., 
1998a). Con el tiempo se hicieron modificaciones, tales como la asociación de 
las IMB a fagos y/o péptidos (Stratmann et al., 2002, 2006; Foddai et al., 2010, 
2011), utilización de IMB junto a Ac monoclonales (AcMo) antiMap (Mundo, 
2005), y también se desarrolló un kit comercial en base a un AcMo de origen no 
revelado (Metzger-Boddien et al., 2006).  
iii) La identificación de Map se basa en el lento crecimiento: entre 12 a 20 
semanas en medio sólido y de 8 a 12 semanas en medio líquido (Chacon y 
Barletta, 2010; Whittington, 2010), la tinción con ZN y la estricta dependencia 
de micobactina en primo cultivo.  
iv) La morfología de la colonia es redonda, de aproximadamente 1 mm de 
diámetro, de superficie lisa, brillante, convexa, húmeda y blanquecina-
translúcida, aunque puede estar influenciada por el medio de cultivo y sus 
suplementos (Whittington, 2010). 
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La ES del cultivo de MF es de 100% (Ayele et al., 2001), la SE es alta en 
estadios avanzados (91%), media en estadios clínicos (45% a 72%) y 
relativamente baja en los subclínicos (16% a 53%) (Sockett et al., 1992b; 
Whitlock et al, 2000; de Juan et al., 2006a, 2006b; Nielsen y Tofft, 2008c; 
Alinovi et al., 2009). Se pueden analizar muestras de 3 a 5 animales en forma 
conjunta sin perder SE (Kalis et al., 2000; Wells et al., 2000, 2003; van Schaik 
et al., 2003). La cuantificación de UFC de Map en CC positivos permite agrupar 
los animales en 3 categorías según el nivel de excreción: bajos (<10 UFC/g de 
MF), moderados (10-50 UFC/g de MF) y grandes excretores (>50 UFC/g de 
MF), y así poder estimar el riesgo de transmisión en el rodeo y el grado de 
contaminación ambiental (Whitlock y Buergelt, 1996; Crossley et al., 2005; 
Whittington, 2010). 
El primer informe de aislamiento de Map en muestras de leche provenientes de 
animales en estadio clínico fue informado por Taylor y col (1981). A causa del 
creciente interés de la PTBC en medicina veterinaria y humana, existen 
numerosas publicaciones sobre aislamiento de Map en leche (Ellingson et al., 
2005a; Gao et al., 2005; Grant et al., 1996, 1998b, 2002a, 2003). En rodeos 
lecheros las muestras pueden ser individuales o provenir de los filtros del 
sistema de recolección o del tanque de leche (Radostits et al., 2002), aunque 
los datos así obtenidos estarán influenciados por la prevalencia de PTBC en el 
rodeo, además de requerir una muestra representativa de la totalidad del 
tanque y no identificar individuos infectados (Herthnek et al., 2008). 
Debido a la intermitente excreción de Map, es recomendable muestras seriadas 
en el tiempo y de los cuatro cuartos del mismo animal (Pinedo et al., 2008) 
como también el cultivo simultáneo de MF y leche, pues la excreción puede no 
ser simultánea (Gao et al., 2009). La SE de los cultivos de leche es muy baja: 
16% a 37% pero al igual que el CC, la ES es alta (100%) (Gao et al., 2005). 
El cultivo de muestras ambientales es otra opción para evaluar el rodeo de 
manera indirecta, pues un rodeo infectado excreta al ambiente importantes 
cantidades de Map (Raizman y Wells., 2005a; Whittington et al., 2004; 
Tavornpanich et al., 2008; Cook, et al., 2010; Whittington, 2010). 
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1.4.3.3. Detección del material genético 
La PCR se realiza en muestras individuales o grupales de MF, leche, calostro y 
tejidos parenquimatosos (Odumeru et al., 2001; Grant et al., 2002a; Barrington 
et al., 2003; Paolicchi et al., 2003; Chui et al., 2004; Jayarao et al., 2004; 
Buergelt et al., 2004; Juste et al., 2005; Vansnick et al., 2007). La PCR permite 
la rápida detección de Map, de cepas potencialmente no cultivables (Kaur et 
al., 2011) y no requiere la presencia de bacterias viables ni pruebas adicionales 
confirmatorias, lo cual le otorga una alta ES (95%) (Grant et al.; 2000, Mundo, 
2005).  
La mínima concentración de Map en leche detectada por PCR se halla 
alrededor de 105 UFC/mL (Grant et al., 2000; Odumeru et al., 2001; Pillai y 
Jayarao, 2002). La SE de la PCR en leche es baja (23%) probablemente a 
causa de componentes inhibidores de la reacción, como el calcio y grasa, entre 
otros, los cuales pueden ser responsables de resultados falsos negativos 
(Barrington et al., 2003; Tiwari et al., 2006). Por tal motivo, han sido empleadas 
diversas metodologías de extracción y purificación de ADN en muestras de 
leche: digestión enzimática y filtración por membrana (Starbuck et al., 1992), 
dilución de la muestra (Bickley et al., 1996) o extracción-purificación del ADN 
(Hotzel et al., 1996; Millar et al., 1996), pero todas ellas prolongan el tiempo de 
diagnóstico. Sin embargo, la implementación de la IMS previa a la PCR elude 
la presencia de los compuestos inhibidores, evita los efectos nocivos de la 
descontaminación, requiere poco tiempo de labor e incrementa a la SE de la 
PCR hasta un 100% (Grant et al.; 2000; Khare et al., 2004; Mundo, 2005). De 
todas maneras, es de buena práctica, incluir en toda PCR un control de 
amplificación interno (Tasara y Stephan, 2005a, 2005b; Slana et al., 2008b). 
Con el tiempo se han desarrollado diferentes PCR, como por ejemplo la PCR 
anidada (Collins et al., 1993; Stabel y Bannantine, 2005; Möbius et al., 2008), 
multiplex (Moravkova et al., 2008), a tiempo real (Khare et al., 2004; Bogli-
Stuber et al., 2005; Stabel y Bannantine, 2005; Alinovi et al., 2009), triple real 
time PCR (Irenge et al., 2009) y loop-mediated isothermal amplification 
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(Enosawa et al., 2003). Todas ellas presentan mayor riesgo de contaminación 
respecto a la PCR para una sola IS (Bölske y Herthnek, 2010). 
1.4.3.4. Otros métodos 
En una recopilación exhaustiva de Slana y col. (2008a) se menciona dos 
métodos alternativos de diagnóstico en leche para detectar células viables: la 
microscopía fluorescente y la bioluminiscencia. El primer método utiliza un 
compuesto fluorogénico, mientras que la bioluminiscencia emplea un plásmido 
con luciferasa, el cual se oxida y produce una luminiscencia, requiriendo para 
ello de ATP (D´Haese et al., 2005; Sasahara et al., 2004; Slana et al., 2008a). 
Ambas metodologías son poco utilizadas. Un nuevo método diagnóstico 
desarrollado por Gazouli y col. (2010) detecta ADN de Map mediante una 
sustancia fluorescente adherida a nanopartículas. 
1.4.4. Diagnóstico inmunológico 
1.4.4.1. Respuesta inmune celular 
Este tipo de respuesta es evaluada por las pruebas de intradermorreacción 
(IDR) y de interferón gamma (IFN-γ), ambas, con baja capacidad 
discriminatoria por presentar reacciones cruzadas con otras micobacterias 
ambientales. 
La IDR es una prueba in vivo basada en la inoculación intradérmica del 
antígeno: derivado proteico purificado de M. bovis (PPD-B), de M. avium (PPD-
A) o de Map-johnina (PPD-J) en el tercio medio del cuello o pliegue de la cola, 
y posterior medición del grosor del pliegue dérmico a las 72 h (Chiodini et al., 
1984; Collins, 1996; OIE, 2008). La identificación de la producción de IFN-γ por 
ELISA (in vitro), cuantifica y compara los niveles de esta citoquina liberadas por 
linfocitos T estimulados y no estimulados con Map. Se debe tener en cuenta 
que los animales menores de 15 meses de edad presentan altos niveles de 
IFN-γ producidos de manera inespecífica por las células asesinas naturales 
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(natural killer) del sistema inmune innato (Stewart et al., 2007; Olsen et al., 
2005). Se sabe además, que en rodeos con infección mixta de tuberculosis 
(TBC) y PTBC su SE es baja (Álvarez et al., 2009; Aranaz et al., 2006). 
1.4.4.2. Respuesta inmune humoral 
Esta respuesta es detectada mediante las pruebas de fijación del complemento 
(FC), inmunodifusión en gel de agar (IDGA) e inmunoenzimática (ELISA 
indirecto). 
Actualmente, la FC no es rutinariamente utilizada, aunque suele ser requerida 
en la exportación de ganado por ciertos países (Manning y Collins, 2001; OIE, 
2008). La IDGA es recomendable para la confirmación rápida de casos 
sospechosos. 
El ELISA fue empleado por primera vez en el diagnóstico de PTBC bovina en 
1977 por Jorgensen y desde entonces se han ensayado numerosas 
modificaciones. La preadsorción de los sueros con M. phlei constituye uno de 
los procedimientos más destacados para mejorar la especificidad de la prueba 
(Milner et al., 1987, 1990; Ayele et al., 2001) aunque pueden existir reacciones 
cruzadas con Maa u otras micobacterias ambientales (Yakes et al., 2008; 
Nielsen et al., 2002a, 2010). Las muestras a evaluar pueden ser suero 
sanguíneo o leche en ganado lechero. La evaluación de Ac en el suero lácteo 
está influenciado por los niveles de producción láctea, el momento de la 
extracción de la muestra, el número de lactancia y la cercanía al periparto 
(Sweeney et al., 1996.; Hendrick et al., 2005a; 2005b; Nielsen et al., 2002a, 
2002b; Kudahl et al., 2004; Raymond et al., 2006). Ciertos autores 
recomiendan realizar al menos dos pruebas de ELISA en diferentes momentos 
de la lactación, categorizar los resultados según la densidad óptica e interpretar 
los resultados de ELISA a expensas de la prevalencia de PTBC en el 
establecimiento. (Kalis et al., 2002; Adaska et al., 2002; Nielsen et al., 2002a; 
2009, 2010; Tiwari et al., 2006; Weber et al., 2009). En general, la obtención de 
resultados positivos de ELISA es posterior a la detección de Map por CC 
(Nielsen, 2010, Kudahl et al., 2004). 
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Se han desarrollado variantes del ELISA por modificación de los antígenos, tal 
es el caso de antígenos tratados con formaldehído y sonicación: SELISA 
(Speer et al., 2006), tratados con etanol y agitación sin preadsorción con M. 
phlei: EVELISA (Eda et al., 2006) o con preadsorción: EVA-ELISA (Scott et al., 
2010). 
La utilización de la citometría de flujo permitió a Eda y col. (2005) detectar Ac 
antiMap en animales neonatos infectados experimentalmente a los 8 meses 
post inoculación sin obtener reacciones cruzadas. Este autor publica una SE de 
95% y una ES de 97%.  
En la Tabla 5 se muestra un cuadro comparativo de las SE y ES de cada una 
de las pruebas diagnósticas mencionadas para cada estadio de la enfermedad. 
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Tabla 5: Cuadro comparativo de las pruebas diagnósticas de PTBC con las SE y ES (en porcentajes) según el estadio de la enfermedad 
  Identificación de Map Diagnóstico inmunológico 
 ZN Cultivo PCR5 IMS-PCR6 RIC RIH 
ESTADIO 
 MF1 MF2 Tejido3 Leche4 Leche Leche IDR7 IFN-γ8 FC9 ELISA10 IDGA11 
Silencioso 
SE 
ES 
Neg Neg 
70 
95 
ND ND ND ND ND Neg Neg Neg 
Subclínico 
SE 
ES 
Neg 
16-53 
ND 
ND 
16-37 
ND 
23 
95 
100 
95 
54 
79 
41 
88-98 
54 
70 
5-30 
95 
19-57 
95 
Clínico 
SE 
ES 
Pos 
45-72 
100 
ND ND ND ND Neg 
13-85 
88-98 
90 
70 
85-98 
95 
90-95 
95 
Avanzado 
SE 
ES 
Pos 
91 
100 
ND ND ND ND Neg ND ND ND 
90-95 
95 
ND: sin datos, neg: negativo; pos: positivo. 
1. Merkal et al., 1968;  
2. Ayele et al., 2001, Sockett et al., 1992b; Whitlock et al, 2000; de Juan et al., 2006a, 2006b; Raymond, 2006; Nielsen y Toft, 2008c; Alinovi et al., 2009; 
Timms et al. 2011; 
3. McKenna, et al., 2004; Tiwari, et al, 2006; Vansnick et al., 2007;  
4. Grant et al., 2004; Gao et al., 2005; 
5. Grant et al., 2000; Mundo, 2005; Barrington et al., 2003; Tiwari et al., 2006; 
6. Grant et al., 2000; Khare et al., 2004; Mundo, 2005; 
7. Ayele et al., 2001; Kalis et al., 2003;  
8. Álvarez et al., 2009; Aranaz et al., 2006; Gwozdz, et al., 2000; Stabel y Whitlock, 2001; Stabel; 2006; Nielsen, 2008b; Nielsen y Toft, 2008c; Nielsen, 
2010;  
9. Sockett et al 1992a; Kalis et al., 2002; Radostits et al, 2002;  
10. Ayele et al., 2001; Dargatz et al., 2001a, 2001b; Barrington et al., 2003; McKenna et al., 2005; Eda et al., 2006; Nielsen y Toft, 2006, 2008c; Nielsen y 
Ersbøll, 2006;  
11. Shermann et al., 1984; Ayele et al., 2001; Paolicchi et al., 2003. 
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1.5. TRATAMIENTO Y CONTROL 
1.5.1. Tratamiento 
Son escasos los estudios de susceptibilidad a antimicrobianos a causa del 
elevado costo, la prolongada duración de los ensayos, el mantenimiento de 
animales portadores y la prohibición del empleo de determinados fármacos en 
animales destinados a consumo humano (Collins, 2010). Algunos de estos 
estudios in vitro demostraron la sensibilidad de Map a ciertos antibióticos 
(estreptomicina, ciprofloxacina, etambutol, dapsona, rifabutina y claritromicina), 
atenuando el cuadro clínico y las lesiones macroscópicas, sin eliminar la 
infección (Zanetti et al., 2006; Shin y Collins 2008). Por lo cual, la 
antibioticoterapia mantiene los animales como reservorios de Map, situación ya 
enunciada por Merkal y Larsen (1973). 
1.5.2. Medidas de control 
Vacunación: desde la primera aplicación de una vacuna atenuada con 
adyuvante oleoso por Vallée y Rinjard en 1926, se han realizado numerosos 
estudios en todas las especies de rumiantes domésticos. Los resultados 
obtenidos mostraron una reducción de las manifestaciones clínicas, de las 
pérdidas económicas, de la excreción de Map (Juste et al., 2009) y de la 
contaminación ambiental. Sin embargo, han presentado resultados adversos. 
Entre ellos se citan la posible aparición de lesiones granulomatosas en el punto 
de inoculación, resultados falsos positivos en ELISA para PTBC y TBC bovina 
(OIE, 2008) y riesgo de auto-inoculaciones accidentales del personal 
veterinario (de Lisle, 2010). La vacunación no evita la infección y oculta los 
animales en estadio clínico (Kalis et al., 2001). En los últimos años se ha 
desarrollado una vacuna a subunidades de proteínas antigénicas de choque 
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térmico (Hsp70 Map) empleada en bovinos infectados experimentalmente, con 
significativa reducción en la excreción de Map sin interferir en el diagnóstico de 
TBC bovina (Santema et al., 2011). Huygen y col. (2010) han realizado una 
muy completa recopilación sobre el desarrollo de nuevas vacunas para el 
control de la PTBC bovina.  
La falta de tratamientos y pruebas diagnósticas certeras para el control de esta 
infección, impone la ejecución de medidas de prevención para evitar la 
introducción y transmisión de Map al establecimiento (Harris y Barletta, 2001). 
Entre estas medidas, son importantes las prácticas de bioexclusión para evitar 
el ingreso del MO al establecimiento a través tanto de material biológico 
(ingreso de animales de reposición, control de la fauna silvestre, etc.) como no 
biológico (agua de afluentes, fomites, etc.). Así también son significativas las 
tácticas de gestión interna enfocadas a mantener buenas prácticas de limpieza 
y desinfección de las instalaciones (áreas de partos, separación temprana de 
las crías y sus madres, etc.) a fin de disminuir y evitar la diseminación de Map 
dentro del establecimiento. Se debe recordar que una correcta gestión interna 
se logra a través de una adecuada capacitación del personal del 
establecimiento. 
No obstante, es fundamental contar con pruebas diagnósticas eficientes para la 
identificación temprana de los animales infectados y realizar una vigilancia 
diagnóstica constante de los animales adultos. 
Esta tesis intenta aportar una nueva herramienta diagnóstica de la PTBC con el 
objetivo de mejor la identificación de la enfermedad en los bovinos lecheros y 
otros animales excretores de Map por leche. 
 
L. R. Gilardoni Hipótesis y objetivos 
 
 33 
CAPÍTULO 2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
Para el control de la PTBC bovina es indispensable la identificación de los 
animales infectados subclínicos o asintomáticos, que generalmente no pueden 
ser identificados por los métodos diagnósticos tradicionales.  
La leche de animales infectados con Map es una de las principales fuentes de 
infección para el ternero y un posible vehículo de transmisión del agente causal 
a lo humanos. Sin embargo, la baja concentración de Map excretada en leche 
dificulta su detección por métodos de cultivo. 
2.1. HIPÓTESIS DE TRABAJO  
El uso de la técnica de separación inmunomagnética (IMS) con nanopartículas 
imantadas (NPI) adheridas a anticuerpos (Ac) antiMap, y posterior 
implementación de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR IS900) en 
muestras de leche, mejora el diagnóstico de PTBC en animales infectados y 
subclínicos, constituyéndose en un método sensible, específico y rápido. 
2.2. OBJETIVOS 
2.2.1. Objetivo general 
Desarrollar una prueba diagnóstica de PTBC bovina para identificar animales 
infectados con Map utilizando Ac antiMap asociados a la NPI y posterior PCR 
IS900 en muestras de leche cruda. 
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2.2.2. Objetivos particulares 
 Estandarizar la técnica de IMS utilizando como NPI a perlas 
inmunomagnéticas (IMB) adheridas a anticuerpos monoclonales (AcMo) 
y Ac policlonales de origen murino específicos antiMap, desarrollados en 
el laboratorio de la Cátedra de Inmunología, FCV-UBA; 
 Comparar capacidad adhesiva entre las IMB acopladas a los AcMo y las 
acopladas con Ac policlonales; 
 Combinar la IMS con la técnica de PCR IS900, utilizando cebadores 
diseñados en el laboratorio de la Cátedra de Inmunología, FCV-UBA; 
 Evaluar la SE de la IMS-PCR IS900 en leche entera comercial infectada 
experimentalmente con Map; 
 Evaluar la técnica de IMS-PCR IS900 en muestras de leche cruda 
provenientes de establecimientos infectados y libres de PTBC; 
 Estimar la concordancia de la técnica diagnóstica desarrollada con el 
cultivo bacteriológico de MF y de leche y con ELISA indirecto en suero, a 
partir de muestras provenientes de los establecimientos descriptos. 
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CAPÍTULO 3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. ESTANDARIZACIÓN DE LA TÉCNICA DE IMS 
En este objetivo fueron caracterizados los anticuerpos específicos monoclonal 
y policlonal antiMap desarrollados en la Cátedra de Inmunología de la FCV-
UBA y se obtuvo un stock cuantificado de bacterias. Con estos componentes 
se preparó y evaluó la capacidad adhesiva frente a Map de las IMB acopladas 
a los Ac-antiMap.  
3.1.1. Caracterización de los Ac específicos 
Del stock de AcMo se utilizó el 1A6E10 proveniente de ratones BALB/c, 
inmunizados con la proteína de membrana p34, según el protocolo de Mundo 
(2005) y que se presenta en el ANEXO 2. La caracterización de la especificidad 
se realizó por ELISA indirecto frente a M. bovis, Maa y M. phlei (Mundo, 2005; 
Stempler, 2007; Mundo et al., 2008). El AcMo 1A6E10 fue semipurificado por 
precipitación salina con sulfato de amonio y dializado según protocolo de 
Margni (1996). 
El suero murino policlonal antiMap (Ac-antiMap) del stock de la Cátedra, se 
obtuvo de ratones BALB/c inmunizados con Map y adyuvante de Freund 
incompleto, según el protocolo de Mundo (2005) y que se presenta en el 
ANEXO 2. 
El valor de proteínas correspondiente a los Ac no purificados y semipurificados 
fue calculado por la técnica de Bradford. Se consideró como proteína 
perteneciente a los Ac sólo el porcentaje correspondiente al pico monoclonal 
determinado por densitometría. Como control se utilizó un suero murino 
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policlonal negativo (irrelevante). Para cada fuente de Ac se realizaron 
diluciones de stock de 10 µg/µL de gammaglobulinas. 
3.1.2. Obtención del stock cuantificado de micobacterias 
Se trabajó con las cepas Map ATCC 19698 (American Type Culture Collection) 
y la cepa de campo M35, perteneciente a la colección del laboratorio de 
Bacteriología de la Estación Experimental Agropecuaria INTA Balcarce (EEA-
INTA Balcarce) tipificada por PCR IS900 y RFLP (Moreira et al., 1999) y otras 4 
micobacterias: M. fortuitum (EEA-INTA Balcarce), M. scrofulaceum (Laboratorio 
de Micobacterias, SENASA-Martinez, Argentina), M. phlei y Maa (Cátedra de 
Inmunología de la FCV-UBA). 
Las micobacterias fueron expandidas en medio de cultivo líquido Middlebrook 
7H9 (Difco, Becton and Dickinson, USA), con y sin suplemento de OADC y 
micobactina J (Allied Monitor, USA) (ANEXO 3). Se incubaron en agitación 
suave y constante a 37°C y se realizaron frotis para tinción de ZN. Cada 
suspensión bacteriana fue fraccionada en criotubos de 1 mL de capacidad con 
30% de glicerol como crioconservador y mantenidas a -70ºC, hasta la 
realización de los experimentos. El recuento bacteriano fue realizado por cultivo 
en medio sólido en Middlebrook 7H10 (Difco, Becton and Dickinson, USA), 
suplementado y sin suplementar. Para ello, cada suspensión fue 
homogeneizada mediante pasajes sucesivos en jeringas de 1mL utilizando 
agujas 25G 5/8, diluida en forma decreciente 1/10 en PBS 1x y sembrada a 
razón de 10 µL/dilución. 
3.1.3. Preparación y evaluación de las IMB-Ac 
Las IMB fueron sensibilizadas con los AcMo y policlonales obtenidos y 
caracterizados según 3.1.1, y se estableció la capacidad adhesiva de cada uno 
frente a las dos cepas de Map empleadas. Estos experimentos se realizaron 
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diluyendo las soluciones madres bacterianas en PBS y en leche entera fluida 
comercial. 
3.1.3.1. Sensibilización de las IMB con Ac-antiMap 
Se emplearon las IMB Goat Anti-Mouse IgG Magnetic Beads (England, 
BioLabs, Inc., #S1431S, USA) cuya concentración es de 3,65 x 1010 IMB/mL, 
con capacidad adhesiva de 1 mg/5 µg de IgG murina. 
Protocolo de sensibilización: la suspensión de IMB fue homogeneizada por 
suave y constante agitación (agitador plano lateral BS 465, Bioamerican 
Science, USA) a 4°C durante 1 h. A 10 µL de IMB homogeneizada (3,65 x 108) 
se adicionó 10 µg/µL de AcMo-antiMap. Este procedimiento se realizó para 
cada uno de los otros Ac: Ac-antiMap, Ac irrelevante y seroalbúmina bovina 
(BSA, Promega USA R396, 7505512, 10 mg/mL). Cada solución se mantuvo 
en suave y constante agitación a 4°C por 1 h (Figura 6). Posteriormente, se 
coloco cada suspensión en una gradilla magnética durante 10 min sin 
agitación. De esta manera se obtiene el complejo IMB-Ac adherido a las 
paredes del criotubo (precipitado) y un sobrenadante, que fue desechado. Se 
realizaron tres lavados con PBS 1x, utilizando la misma metodología de 
separación. El precipitado obtenido (IMB acopladas a los diferentes Ac) fue 
resuspendido en 100 µL de PBS 1x. 
En la Figura 7 se muestra la obtención de los complejos IMB-Ac mediante el 
empleo de una gradilla magnética 
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Figura 6: Esquema del protocolo de sensibilización de las IMB con los diferentes Ac-
antiMap, Ac irrelevante y BSA 
 
Figura 7: Complejo IMB-Ac adherido a las paredes del criotubo por acción de una 
gradilla magnética (flecha) 
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3.1.3.2. Evaluación de la capacidad adhesiva de los complejos 
inmunomagnéticos en PBS y leche entera fluida comercial 
Para evaluar de manera individual cada uno de los 4 complejos de IMB-Ac 
obtenidos según protocolo  3.1.3.1, se tomó para cada complejo, una solución 
madre de Map ATCC 19698 centrifugada y resuspendida en 1 mL de PBS 1x. 
A cada una de estas suspensiones bacterianas se le adicionó 10 µL del 
correspondiente complejo IMB-Ac y se sometieron a una agitación suave y 
constante a 4°C durante 1 h. Mediante una gradilla magnética se realizó la IMS 
efectuando tres lavados con PBS 1x. De esta manera, se obtuvo el precipitado 
formado por las IMB-Ac-Map y el sobrenadante. 
También se evaluó la combinación del complejo IMB-AcMo-antiMap con IMB-
Ac-antiMap, utilizando 5 µg/µL de cada antisuero para conservar la 
concentración final de 10 µL IMB/10µg/µL de Ig. El objetivo fue evaluar el 
efecto conjunto de ambos Ac. 
La misma metodología se realizó con las muestras de leche entera comercial, 
previo control de esterilidad por cultivo en agar sangre y Middlebrook 7H10 
suplementado (Figura 8). 
Los diferentes IMB-Ac-Map y sus correspondientes sobrenadantes fueron 
evaluados por densidad óptica a DO600 (LKB Biochrom Novaspec, Ind. 
Argentina), cultivo en medio sólido y tinción de ZN. Para ello, los precipitados y 
sobrenadantes fueron diluidos (1/10 en PBS 1x), sembrados en medio 
Middlebrook 7H10 suplementado e incubado a 37°C en cámara húmeda. Se 
realizó la tinción de ZN en las colonias desarrolladas. 
Este mismo experimento se realizó con Map M35. El ensayo se repitió 4 veces 
para cada cepa tanto en PBS como en leche. 
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Figura 8: Representación de los experimentos realizados para evaluar la capacidad 
adhesiva de cada complejo de IMB-Ac en PBS o leche contaminada con Map 
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3.2. ESTANDARIZACIÓN DE LA TÉCNICA DE PCR 
En esta segunda etapa se evaluó la SE de la PCR utilizando tres pares de 
cebadores dirigidos hacia dos diferentes secuencias blanco de Map. Dos de 
ellos amplifican parte de la IS900 y el otro parte de la ISF57. También se 
evaluó la ES del IS900. 
3.2.1. Evaluación de la SE de la PCR para diferentes cebadores 
Para conocer la mínina concentración bacteriana necesaria para detectar la 
amplificación por PCR, se contaminó PBS y leche entera comercial con Map a 
concentraciones de 108 y 105 a 101 UFC/mL, y procesadas según protocolo 
3.1.3.2. Este experimento se realizó tanto con la cepa de Map de referencia 
como con Map M35. Los IMB-Ac-Map obtenidos post IMS se llevaron a 
ebullición a 100°C durante 30 min para lisar la pared bacteriana y luego se 
centrifugaron a 7.000 rpm durante 15 min. El sobrenadante obtenido fue usado 
como templado de la PCR, empleando en la reacción 5 µL del mismo. El 
control negativo de la reacción fue el agua destilada estéril empleada en la 
preparación de los reactivos de PCR. La identificación del producto de 
amplificación de la PCR se realizó por electroforesis en geles de agarosa o de 
poliacrilamida. 
Para la IS900 se emplearon los cebadores descriptos por Collins y col. (1993) 
(C) y los diseñados por Mundo (2005) (M) en el laboratorio de la Cátedra de 
Inmunología, FCV-UBA, denominados IS1 e IS2. Para la ISF57 se utilizaron los 
cebadores descriptos por Vansnick y col. (2004) (V). La secuencia de 
oligonucleótidos y la ubicación de los cebadores para cada secuencia blanco 
se describen en la Tabla 6. 
 
L. R. Gilardoni Materiales y métodos 
 
 42 
Tabla 6: Secuencia de oligonucleótidos para la IS900 e ISF57, según cebador y su 
ubicación en la secuencia de nucleótidos 
Secuencia 
blanco Cita  Secuencia de nucleótidos 
Ubicación de 
los cebadores 
(nucleótidos) 
IS900  
 
Collins y col., 
(1993) 
F 5’ GATCGGAACGTCGGCTGGTCAGG 3’ 
R 5’ GATCGCCTTGCTCATCGCTGCCG 3’ 
800-822 
995-1017 
IS900  
IS1  
Mundo (2005) F 5’ ACCCGCTGCGAGAGCAATCGCTGC 3’ 
R 5’ ACGTCGGCGTGGTCGTCTGCTGGG 3’ 
1129-1153 
1260-1283 
IS900  
IS2 
Mundo (2005) F 5’ CGCGTTCCAGCGCCGAAAGTATTCCA 3’ 
R 5’ ACCAGCCGACGTTCCGATCTGGTGGC 3’ 
724-750 
792-818 
ISF57 
 
Vansnick y col 
(2004). 
F 5’ CCTGTCTAATTCGATCACGGACTAGA 3’ 
R 5’ TCAGCTATTGGTGTACCGAATGT 3’ 
151-176 
558-580 
 
En la Tabla 7 se detalla el protocolo de la PCR según los cebadores utilizados. 
La amplificación se realizó en un termociclador PTC-100TM Programmable 
Thermal Controller (MJ Researche, Inc. USA) en criotubos de 0,2 mL. En la 
Tabla 8 se presentan las condiciones de amplificación de la PCR para los 
cebadores C, M y V.  
Tabla 7: Formulación de los reactivos de la PCR según los cebadores utilizados 
Reactivos IS900 C  IS900 M  ISF57 V  
Cebador sentido 0,4 µg 0,2 µg 0,16 µg 
Cebador antisentido 0,4 µg 0,2 µg 0,14 µg 
dntp 0,1 mM c/dntp 0,2 mM c/dntp 0,6 mM c/dntp 
Magnesio 3 mM 3 mM 1,6 mM 
Buffer 10x 5 µL, 5 µL 3 µL, 
Taq*  1,5 U 0,5 U 0,5 U 
Agua  27,7 µL 30,5µL 17,3µL 
Volumen final 45 µL 45 µL 25 µL 
* Taq DNA Polymerase Recombinant 500U (Invitrogen # 11615-010, Brasil) 
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Tabla 8: Condiciones de los ciclos de amplificación para los cebadores C, M y V 
Condiciones de 
amplificación IS900 C  IS900 M  ISF57 V  
1) Primera desnaturalización 94ºC  3 min 97ºC  3 min 94ºC  4 min 
2) Cantidad de ciclos 30 35 40 
a) desnaturalización 94ºC  1 min 94ºC  30 s 94ºC  45 s 
b) apareamiento 62ºC  1 min 65ºC  30 s 68ºC  45 s 
c) extensión 72ºC  1 min 72ºC  30 s 72ºC  45 s 
3) Extensión 72ºC  8 min ----------- 72ºC  10 s 
Tiempo total 2,15 h 1,30 h 2,30 h 
pb 218 pb IS1:155 pb/IS2:94 pb 432 pb 
 
Para evidenciar los productos obtenidos por electroforesis en gel, se tomó 10 
µL de producto de cada amplificación más 2 µL de solución de azul de 
bromofenol u Orange G como marcador del frente de corrida. Estos productos 
fueron sembrados en un gel de agarosa 2% en tris borato EDTA (TBE) 0,5 x 
(54 g tris base, 27,5 g ácido bórico, 20 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0, agua 
destilada, volumen final 1 L), con 2% bromuro de etidio (0,5 µg/mL). Como 
marcador de peso molecular (MK) se utilizó cincuenta Marker Byodinamics 
(Argentina), # B041-50 o cien Marker # B040-50, Biodynamics (Argentina), 
según cebador. La corrida electroforética se realizó a un voltaje constante de 
50V durante 2 h. La visualización de los productos fue a través de un 
transiluminador de luz ultravioleta a 320nm y fueron registrados mediante 
fotografía digital. 
Para observar el fragmento IS2 (94 pb) se utilizó una electroforesis vertical en 
gel de poliacrilamida 12% (acrylamida: bisacrylamida 29:1, 30% p/v), TBE 0,5x, 
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siguiendo la misma metodología descripta en el párrafo anterior. La corrida 
electroforética se realizó a un voltaje constante de 90V durante 1,30 h y el gel 
fue sumergido en una cuba con TBE 0,5 x y 2% bromuro de etidio, durante 1 h.  
3.2.2. Evaluación de la ES de la IMS-PCR IS900 con el cebador M 
Para esta valoración se realizaron experimentos utilizando las micobacterias M. 
phlei, Maa, M. fortuitum y M. scrofulaceum en concentraciones de 108 y de 105 
a 101 UFC/mL. Los controles positivos utilizados fueron Map ATCC y M35 a 
una concentración de 105 UFC/mL. 
3.2.3. Evaluación del complejo IMB-Ac en leche de tambo contaminada 
Se probaron 3 metodologías de preparación de la leche cruda previo al 
tratamiento con IMB-Ac, a fin de determinar el mejor procedimiento para la 
concentración de Map. Las leches de tambos libres de PTBC, se contaminaron 
con Map M35 en las concentraciones de 105 UFC/mL hasta 101 UFC/mL. Estas 
leches fueron homogeneizadas y entibiadas a aproximadamente 50ºC por 15 
min y fraccionadas en tres muestras para probar cada uno de los 
procedimientos: 
 Procedimiento A (directo): se agregó 10 µL del complejo IMB-AcMo-
antiMap/IMB-Ac-antiMap en cada tubo de leche contaminada; 
 Procedimiento B (centrifugación previa): cada una de las 
concentraciones de leche contaminada fueron centrifugadas a 5.300 rpm 
a 4ºC, durante 20 min (Presvac EPF-12 Argentina). El sobrenadante fue 
eliminado y al precipitado se adicionó 10 µL del complejo IMB-AcMo 
antiMap/IMB-Ac-antiMap en cada tubo. 
En ambos procedimientos (A y B) se continuó con el protocolo del punto 
3.1.3.2.  
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En la Figura 9 se muestra la IMS en muestras de leche contaminada con Map 
M35 con una gradilla de fabricación artesanal de 18 tubos y el complejo IMB-
AcMo-antiMap/IMB-Ac-antiMap a ambos lados del soporte magnético. 
El precipitado se resuspendió en 50 µL de PBS 1x. 
 Procedimiento C: leche contaminada sin tratamiento. 
Los precipitados de los procedimientos A y B así como el procedimiento C se 
llevaron a 100°C durante 30 min y centrifugados a 7.000 rpm durante 15 min. 
Los sobrenadantes se procesaron por PCR IS900 M. Los controles utilizados 
fueron Map M35 a 105 UFC/mL como control positivo y agua destilada estéril 
como control negativo. 
Estos experimentos se realizados en 4 repeticiones. En la Figura 10 se muestra 
el esquema de las 3 metodologías probadas. 
 
Figura 9: IMS en muestras de leche contaminada con Map M35. Se observa el complejo 
IMB-AcMo-antiMap/IMB-Ac-antiMap a ambos lados del soporte magnético (flecha) 
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Figura 10: Esquema de las tres metodologías empleadas previo al tratamiento con IMB-
Ac. A: procedimiento sin centrifugación. B: centrifugación previa a IMB-Ac. C: sin 
tratamiento 
3.3. PRUEBA DE CAMPO  
A fin de evaluar la técnica desarrollada en condiciones de campo, se 
seleccionaron establecimientos infectados y libres de PTBC, de acuerdo al 
siguiente criterio: 
Establecimientos infectados: 
 Bovinos con antecedentes clínicos de la enfermedad; 
 Bovinos con serología positiva a la prueba de ELISA indirecto; 
 Bovinos con aislamiento de Map en cultivo de MF o en leche. 
Establecimientos libres: rodeos bovinos sin presentación de ninguna de las 
características antes enunciadas durante los últimos 5 años. 
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3.3.1. Establecimientos 
Se estudió un total de 9 rodeos bovinos de producción lechera bajo sistema 
extensivo pastoril, 8 de estos ubicados en la provincia de Buenos Aires 
(partidos de General Pueyrredón, General Viamonte y Lincoln) y el restante en 
la provincia de Santa Fe (Departamento de Castellanos). 
De acuerdo a los criterios definidos, 5 de los establecimientos seleccionados 
fueron considerados infectados (denominados I1 a I5) y 4 libres (denominados 
L1 a L4). En la Tabla 9 se describen el número de animales, antecedentes 
serológicos y casos clínicos de PTBC de los establecimientos seleccionados. 
Tabla 9: Número de animales, antecedentes serológicos y clínicos de PTBC en los 
establecimientos seleccionados 
Animales Seroprevalencia (%) 
Establ. 
Total En ordeño Pos Sosp 
Casos 
Clinicos 
Muerte 
anuales 
I1 400 230 10,5 5,0 8 2 
I2 500 320 12,0 6,0 12 5 
I3 1220 470 16,6 10,0 8 2 
I4 650 299 9,9 5,0 10 4 
I5 900 465 13,5 7,0 15 8 
L1 150 60 0,0 0,0 0 0 
L2 360 296 0,0 0,0 0 0 
L3 630 590 0,0 0,0 0 0 
L4 108 65 0,0 0,0 0 0 
   Establ.: establecimiento; Pos: positivo; Sosp: sospechoso 
3.3.2. Animales 
Se tomaron muestras de un total de 265 vacas lecheras en lactación de raza 
Holando Argentino, entre 4 y 10 años de edad, sin signos clínicos compatibles 
con PTBC, cursando el estadio I y/o II.  
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En la Tabla 10 se describe la distribución de los animales estudiados por 
establecimiento. De cada bovino se tomaron muestras de leche, MF y sangre. 
Tabla 10: Número de muestras por establecimiento 
Establ. Número de animales estudiados 
Infectados 
   I1 
   I2 
   I3 
   I4 
   I5 
Total 
 
22 
36 
26 
31 
32 
147 
Libres 
   L1 
   L2 
   L3 
   L4 
Total 
 
24 
31 
38 
25 
118 
Total general 265 
3.3.3. Muestras 
De cada animal se tomaron muestras de MF (100 gs), sangre (10 mL por 
venopunción de la vena coccígea media) y leche (50 mL por extracción manual 
post lavado de la ubre y despunte) en recipiente estéril, tomado de un cuarto 
mamario anterior y de uno posterior. 
3.3.4. Procesamiento de las muestras 
Se realizó cultivo bacteriológico de MF y leche, prueba de ELISA indirecto en 
suero (Paolicchi et al., 2003) realizadas en el Laboratorio de Bacteriología EEA-
INTA Balcarce y la técnica de IMS-PCR IS900 M en leche. 
Las muestras de MF y de leche provenientes de los establecimientos 
infectados fueron procesadas de manera individual, mientras que las 
provenientes de los establecimientos libres fueron agrupadas en grupos de 5 
animales cada uno, manteniendo el registro de los individuos que conformaban 
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cada grupo. La muestra de leche individual y las agrupadas fueron 
fraccionadas en 2 partes, una para cultivo bacteriológico y otra para ser 
analizada por la técnica de IMS-PCR IS900 M. 
3.3.4.1. Cultivo bacteriológico de MF 
Las muestras de MF se mantuvieron a -4ºC sin conservantes químicos, hasta 
su procesamiento. El protocolo utilizado fue el descripto por Paolicchi y col. 
(2003) a saber: 10 g de MF fueron descontaminados con 90 mL de HPC al 
0,75% (p/v) (Sigma, USA), homogeneizadas por agitación durante 30 min 
seguido de 30 min de reposo a temperatura ambiente. Se tomaron 40 mL del 
sobrenadante, que fueron dejados en reposo a temperatura ambiente durante 
una noche y luego fueron centrifugados a 3.500 rpm durante 15 min. El 
precipitado (inóculo) fue resuspendido en 1 mL de PBS 1x. Se efectúo la 
siembra de 0,1 mL en cada uno de los tres tubos de medio de Herrold en pico 
de flauta (HEYM) y se realizaron frotis para tinción con ZN. En el ANEXO 3 se 
describe el protocolo de preparación de este medio.  
 HEYM sin suplemento ni micobactina; 
 HEYM con suplementos: 2 mg/L micobactina J (Allied Monitor, USA) y 
piruvato de sodio (4,1 g/L); 
 HEYM con suplementos y antibióticos (anfotericina B 2,0 mg/mL; 
vancomicina 100 µg/mL; nistatina 100 µg/mL; ácido nalidíxico 3,0 
mg/mL). 
Los tubos conteniendo medio de cultivo se incubaron a 37ºC durante 1 
semana, levemente inclinados y con las tapas sueltas para permitir la 
evaporación de la humedad residual. Posteriormente, y constatada la ausencia 
de contaminación, los tubos fueron acondicionados, ubicados en posición 
vertical y evaluados cada 2 semanas durante 4 meses (Paolicchi et al., 2003). 
Los medios de cultivo que presentaron contaminación dentro de la 1º semana 
de incubación, fueron resembrados utilizando el material descontaminado 
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original conservado a 15°C. Las colonias desarrolladas en los cultivos de MF 
fueron procesadas por PCR IS900 C a fin de ratificar la identificación del Map. 
3.3.4.2. Cultivo bacteriológico de leche 
Las muestras de leche se mantuvieron a -20ºC sin conservantes químicos, 
hasta su procesamiento. Se realizó el protocolo de descontaminación y cultivo 
utilizando el protocolo desarrollado en el Laboratorio de Bacteriología de EEA-
INTA Balcarce y adaptado de Dunde y col. (2001). Brevemente: se 
centrifugaron 40 mL de leche a 2.500 rpm durante 30 min, y el precipitado fue 
resuspendido con 60 mL de HPC al 0,75%, homogeneizado e incubado a 
temperatura ambiente durante 5 h y luego se centrifugó a 9.000 rpm durante 15 
min. La interfase se descartó y el precipitado junto con la grasa se resuspendió 
en 3 mL de PBS 1x. Se realizó el cultivo, utilizando la misma metodología 
descripta para cultivo de MF (Paolicchi et al., 2003) y complementariamente se 
realizaron frotis para tinción con ZN. 
3.3.4.3. ELISA indirecto 
La técnica empleada para esta prueba fue una adaptación de la descripta por 
Turnquist y col. (1991). Se utilizaron microplacas de poliestireno de 96 hoyos 
(Immulon I, Dynatech, USA), antígeno protoplasmático de PTBC (PPA-3, Allied 
Monitor, USA), anti-IgG bovina en una dilución de 1:4000 (Sigma-Aldrich, USA) 
y 2,2 azinobis 3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS Sigma-Aldrich, 
USA) como sustrato. 
Para incrementar la ES de la prueba, los sueros fueron preadsorbidos con una 
suspensión de M. phlei a volúmenes iguales. Se incubaron en agitación a 
temperatura ambiente durante 1 h y luego se los centrifugó. El sobrenadante 
fue diluido 1:100 en solución bufferada de PBS Tween gelatina (PBS-TG), 
obteniendo una dilución final de 1:200 del suero.  
En cada hoyo se depositó 100 µL del antígeno de PTBC (10 mg/mL diluidos 
con buffer carbonato pH 9,6) e incubó durante toda la noche a 4ºC. La 
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microplaca fue lavada tres veces con solución salina conteniendo 0,05% de 
Tween 80. 
Se sembraron por hoyo 100 µL de los sueros preadsorbidos y diluidos y se 
incubaron a 15ºC durante 2 h. Las evaluaciones fueron realizadas por 
duplicado. Posteriormente la microplaca fue lavada con PBS-TG y se agregó 
en cada hoyo una dilución de 1:4000 del anti-IgG bovino. La incubación de la 
placa fue a 15ºC durante 1,30 h, se lavó tres veces con PBS-TG y se adicionó 
el ABTS, diluido en buffer citrato (pH 4,0). La lectura de la absorbancia se 
realizó con espectrofotómetro (Multiskan Plus; Labsystem, Helsinki, Finlandia) 
a 405nm. Los sueros controles positivo y negativo fueron incluidos en la prueba 
(Paolicchi et al., 2003). El protocolo de preparación de los reactivos del ELISA 
se describe en el ANEXO 4. 
A los fines de interpretar el resultado se calculó un valor de corte dividiendo la 
media de las DO de cada suero problema por la media de las DO del suero 
control negativo. Según el valor obtenido cada suero fue considerado como 
negativo (<1,5), sospechoso (1,5 a 2,1) o positivo (>2,1). Para presentar los 
resultados y compararlos con las otras pruebas diagnósticas, se incluyó a los 
resultados sospechosos en el grupo de positivos. 
3.3.4.4. Técnica de IMS-PCR IS900 M 
Cada muestra de leche de campo (10 mL) fue entibiada a 50ºC durante 15 min 
y luego centrifugada a 5.300rpm a 4ºC, durante 20 min (Beckman Coulter, 
Avanti J-E high-perfomance centrifuge, rotor JS-5.3). La grasa y suero de la 
leche fueron descartados y se trabajó sólo con el precipitado siguiendo el 
protocolo descripto para IMS y PCR IS900 M en los puntos 3.1.3.2 y 3.2.1. 
Las muestras de leche con resultados positivos a PCR IS900 M fueron 
sometidas a una PCR ISF57 para confirmar la presencia de Map y descartar la 
probabilidad de que los resultados de la amplificación correspondieran a la 
IS900-like. 
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3.3.4.5. Control de amplificación interna de PCR IS900 M 
Este control se realizó en las muestras de leche de establecimientos libres de 
PTBC, a fin de descartar posibles resultados falsos negativos, por la presencia 
de sustancias inhibidoras de la prueba. 
Se seleccionó al azar un pool de leche de un establecimiento libre y se procesó 
según protocolo de IMS. El precipitado post tratamiento de IMS se fraccionó en 
2 partes iguales, una para control y otra para contaminar experimentalmente 
con concentraciones de Map M35 de 105 a 101 UFC/mL. 
Ambas fracciones fueron procesadas por la metodología ya descripta para PCR 
IS900 M. El control positivo fue M35 (105 UFC/mL) y el control negativo agua 
destilada estéril. Las muestras de los otros establecimientos libres fueron 
agrupadas por establecimiento, obteniendo así sólo 4 pooles, que fueron 
procesados de la igual manera. 
3.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Para expresar la proporción de concordancia entre las pruebas diagnósticas 
empleadas se utilizó el test de concordancia kappa, mediante el programa 
WinEpiscope 2.0 (de Blas et al., 2000). Para la interpretación de los valores de 
concordancia de k se consideraron los rangos expuestos en la Tabla 11 (Landis 
y Koch, 1977).  
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Tabla 11: Niveles de concordancia según el valor de kappa. 
Valor de k Nivel de concordancia 
< 0 Nula 
0 a 0,20 Muy leve 
0,21 a 0,40 Leve 
0,41 a 0,60  Moderada 
0,61 a 0,80  Fuerte 
0,81 a 1,00  Casi perfecta 
 
Para evaluar las diferencias entre grupos se utilizó la prueba de 2, y la 
identificación de los grupos significativamente diferentes se realizó por la 
prueba de Bonferroni. Ambas pruebas se aplicaron con el programa Winpepi 
(Abramson, 2011). 
Los valores de SE relativa se calcularon como la proporción de animales 
positivos a las pruebas en cuestión (cultivo de MF y ELISA indirecto en suero)  
sobre el total de animales positivos a la técnica de IMS-PCR IS900. De manera 
similar, los valores de ES relativa se calcularon como la proporción de animales 
negativos a las pruebas en cuestión sobre el total de animales negativos a la 
técnica de IMS-PCR IS900. 
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CAPÍTULO 4. RESULTADOS 
4.1. ESTANDARIZACIÓN DE LA TÉCNICA DE IMS 
4.1.1. Caracterización de los Ac específicos 
La ES del AcMo-antiMap semipurificados realizada por ELISA indirecto mostró 
una reacción fuertemente positiva frente a Map y baja reacción frente a las 
otras micobacterias (Tabla 12). Además, la DO del AcMo frente a Map fue 
aproximadamente 10 veces mayor en comparación frente a las otras 
micobacterias y claramente diferente a la reacción del Ac irrelevante. 
Tabla 12: Evaluación de la especificidad de AcMo-antiMap frente a Map y otras 
micobacterias mediante densidad óptica de ELISA indirecto 
Micobacteria AcMo  
DO (sd) 
Ac irrelevante  
(DO +/- sd) 
M. avium subsp. paratuberculosis  1,384 (0,091)* 0,108 (0,020) 
M. phlei 0,224 (0,016) 0,121 (0,011) 
M. bovis 0,176 (0,014) 0,272 (0,012) 
M. avium subsp. avium 0,095 (0,022) 0,071 (0,012) 
DO: Densidad óptica; sd: desvío estándar. Fuente: Ana Stempler, 2007 
* Diferencia significativa frente a las diferentes micobacterias y frente a la DO mostrada por el 
Ac irrelevante (p< 0,05) 
 
La evaluación de las proteínas correspondientes al AcMo-antiMap del líquido 
ascítico realizada mediante electroforesis y densitometría se muestra en la 
Figura 11. 
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Figura 11: Electroforesis de líquido ascítico murino (A) y su densitometría (B) 
Figura 12 se presenta la electroforesis del AcMo-antiMap semipurificado por 
precipitación salina y dializado (C) junto a la identificación del porcentaje de las 
Ig semipurificadas por densitometría (D). 
        
Figura 12: Electroforesis de líquido ascítico murino semipurificado (C) y su 
densitometría (D) 
Luego de realizar la corrección a partir de los valores del pico de gamma 
globulinas evaluado por densitometría, aproximadamente 31% (Figura 12), la 
concentración proteica del AcMo-antiMap semipurificado fue de 20 mg/mL. Se 
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siguió la misma metodología para determinar la concentración proteica de los 
otros Ac, obteniendo una concentración proteica de 56,7 mg/mL para el Ac-
antiMap y de 77,7 mg/mL para el suero policlonal irrelevante. 
4.1.2. Titulación del stock de micobacterias  
Los cultivos de Map alcanzaron una concentración de 3,0 x 109 UFC/mL a las 
10 semanas de incubación (escala de Mc Farland). El cultivo de las otras 
micobacterias utilizadas se detuvo en la 2º semana de incubación, obteniendo 
una concentración de 3,0 x 108 UFC/mL. Mediante la titulación de los cultivos 
en medio sólido se alcanzó una concentración de 1012 UFC/mL para las 2 
cepas de Map (solución madre) y para las otras micobacterias utilizadas de 108 
UFC/mL. Estas suspensiones bacterianas fueron consideradas como “solución 
madre”. La tinción de ZN de los cultivos líquidos como de los sólidos demostró 
presencia de BAAR. 
4.1.3. Preparación y evaluación de las IMB-Ac 
4.1.3.1. Sensibilización de las IMB con Ac-antiMap 
Mediante la sensibilización de IMB con los 4 tipos de proteínas se obtuvieron 
los complejos: i) IMB-AcMo-antiMap, ii) IMB-Ac-antiMap, iii) IMB-Ac irrelevante 
y iv) IMB-BSA. Todos ellos fueron conservados a 4°C para su posterior 
utilización dentro del término de un año y medio. 
4.1.3.2. Capacidad adhesiva de los complejos inmunomagnéticos en PBS 
y leche entera fluida comercial  
Para este, se realizaron experimentos contaminando PBS y leche entera fluida 
comercial con 1012 UFC/mL y para las dos cepas de Map. La 
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espectrofotometría a DO600 no pudo ser relacionarla con las UFC/ml porque el 
espectrofotómetro no fue sensible a las diluciones aceptables de recuento. Por 
lo cual, la capacidad adhesiva de cada complejo fue evaluada por enumeración 
de colonias de cada fracción (sobrenadante y precipitado). 
Los valores obtenidos (expresados en UFC/mL) se exponen en la Tabla 13. 
Para cada complejo se obtuvo el mismo resultado, tanto en PBS como en leche 
comercial y para ambas cepas de Map. El complejo IMB-BSA presentó una 
capacidad de adhesión inespecífica semejante al complejo IMB-Ac irrelevante. 
El complejo IMB-AcMo-antiMap/Ac-antiMap mostró una capacidad adhesiva 
mayor que los restantes por lo cual, los experimentos se realizaron con las IMB 
sensibilizadas con los dos Ac: AcMo-antiMap y Ac-antiMap. 
Tabla 13: Capacidad adhesiva (UFC/mL), según complejo inmunomagnético 
Complejo IMB Capacidad de adhesión 
 AcMo-antiMap 104 
 Ac-antiMap 103 
 AcMo-antiMap/Ac-antiMap 107 
 Ac irrelevante 101 
 BSA 101 
 
En la Figura 13 se observa el desarrollo bacteriano de la fracción de precipitado 
y sobrenadante del complejo IMB-AcMo-antiMap/IMB-Ac-antiMap enfrentado a 
M35 en leche entera comercial. 
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Figura 13: Siembra en 7H10-OADC-micobactina y titulación de las dos fracciones post 
IMS de leche contaminada con Map M35 y tratada con IMB-AcMo-antiMap/IMB-Ac-
antiMap. A: fracción precipitado, B: fracción sobrenadante 
4.2. ESTANDARIZACIÓN DE LA TÉCNICA DE PCR  
4.2.1. SE de la PCR utilizando diferentes cebadores 
Utilizando las diferentes IS, se realizaron varios experimentos para valorar la 
mínima concentración bacteriana requerida para identificar la presencia de 
Map.  
En la PCR IS900 realizada con los cebadores diseñados por Collins se logró 
una amplificación claramente visible en las concentraciones de 105 a 104 
UFC/mL. Mientras que en la concentración de 103 UFC/mL fue muy débil, casi 
imperceptible y nula para 102 y 101 UFC/mL, como se observa en la Figura 14. 
La PCR IS900 realizada con los cebadores M obtuvo amplificación en todas las 
concentraciones evaluadas (105 a 101 UFC/mL), como se expone en la Figura 
14. 
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Figura 14: Sensibilidad de PCR IS900 para los cebadores diseñados por Collins y Mundo 
en leche contaminada con Map M35. Electroforesis en gel de agarosa 2%. MK: 50 pb. 
Calle 1: 108 UFC/mL (control positivo), Calle 2: 101 UFC/mL, Calle 3: 102 UFC/mL, Calle 4: 
103 UFC/mL, Calle 5: 104 UFC/mL, Calle 6: 105 UFC/mL, Calle 7: control negativo 
La electroforesis vertical en gel de poliacrilamida 12% para la PCR IS900 M, 
mostró una buena visualización de la amplificación de IS2, en comparación con 
los geles de agarosa al 2%. Pero al ser una técnica laboriosa y lenta, se optó 
por utilizar sólo el IS1 para las futuras PCR IS900 M. En la Figura 15 se 
muestra un gel de poliacrilamida 12% de leche comercial contaminada con Map 
M35 a dos concentraciones diferentes: 105 UFC/mL y 101 UFC/mL, agua 
destilada estéril como control negativo y marcador de peso molecular 50 
Marker (MK). 
 
Figura 15: Electroforesis de poliacrilamida 12% de PCR IS900 M (IS1, IS2) en leche 
comercial contaminada con Map M35. Calle 1: M35 105 UFC/mL; Calle 2: M35 101 UFC/mL; 
Calle 3: control negativo; Calle 50MK: 50 pb 
Cuando se evaluó la SE de la amplificación de la ISF57, la PCR permitió la 
identificación de las concentraciones 105 a 102 UFC/mL (Figura 16). 
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Figura 16: Sensibilidad de PCR ISF57. Electroforesis de gel de agarosa 2%, leche 
contaminada con Map M35. MK: 100 pb, Calle 1: 108 UFC/mL (control positivo), Calle 2: 
105 UFC/mL, Calle 3: 104 UFC/mL, Calle 4: 103 UFC/mL, Calle 5: 102 UFC/mL, Calle 6: 101 
UFC/mL, Calle 7: control negativo 
Los resultados de las PCR con los diferentes cebadores para IS900 e ISF57 
fueron semejantes en PBS y leche contaminadas con las dos cepas de Map. 
4.2.2. ES de la IMS-PCR IS900 M 
La evaluación de la ES de la técnica se realizó utilizando las suspensiones 
micobacterianas de M. phlei, Maa, M. fortuitum y M. scrofulaceum. Los 
resultados de la amplificación de la PCR fueron negativos, tanto para las 
muestras analizadas en forma directa como las sometidas previamente a IMS, 
en todas las micobaterias y concentraciones evaluadas. En la Figura 17 y 
Figura 18 se muestra la electroforesis en gel de agarosa 2%, TBE 0,5 x, 
bromuro de etidio y Orange G de las diferentes diluciones en PBS de Maa y M. 
scrofulaceum respectivamente, tratadas con el protocolo de PCR IS900 (calles 
pares) o IMS-PCR IS900 (calles impares). Se utilizó la concentración de Map 
M35 de 105 UFC/mL como control positivo y agua destilada estéril como control 
negativo. 
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Figura 17: Electroforesis en gel de agarosa 2% de M. avium subsp. avium (Maa) evaluada 
por PCR IS900 (calles pares) o por IMS-PCR IS900 (calles impares). Calle 1 MK: 50 pb; 
Calle 2: Map M35 105 UFC/mL (control positivo); Calle 3 y 4: Maa 108 UFC/mL; Calle 5 y 6: 
Maa 105 UFC/mL; Calle 7 y 8: Maa 104 UFC/mL; Calle 9 y 10: Maa 103 UFC/mL; Calle 11 y 
12: Maa 102 UFC/mL; Calle 13 y 14: Maa 101 UFC/mL; Calle 15: control negativo 
1   2    3   4    5   6    7   8    9   10  11 12 13 14 15 
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Figura 18: Electroforesis en gel de agarosa 2% de M. scrofulaceum evaluada por PCR 
IS900 (calles pares) o por IMS-PCR IS900 (calles impares). Calle 1 MK: 50 pb; Calle 2: 
Map M35 105 UFC/mL (control positivo); Calle 3 y 4: M. scrofulaceum 108 UFC/mL; Calle 5 
y 6: M. scrofulaceum 105 UFC/mL; Calle 7 y 8: M. scrofulaceum 104 UFC/mL; Calle 9 y 10: 
M. scrofulaceum 103 UFC/mL; Calle 11 y 12: M. scrofulaceum 102 UFC/mL; Calle 13 y 14: 
M. scrofulaceum 101 UFC/mL; Calle 15: control negativo 
4.2.3. Capacidad adhesiva del complejo IMB-Ac en leche contaminada 
En las muestras de leche de tambo contaminadas experimentalmente, no 
centrifugadas y procesadas con IMS-PCR IS900 M, se requirió de una 
concentración mínima de Map de 105 UFC/mL para ser detectada. En las 
muestras centrifugadas antes de la IMS-PCR IS900 M se observó amplificación 
de los segmentos IS1 e IS2 en todas las diluciones evaluadas (101 a 105 
UFC/mL) (Figura 19). Contrariamente, en las muestras de leche sin 
centrifugación ni IMS, no se observó amplificación en la PCR IS900 M, 
posiblemente a causa de las sustancias inhibidoras de la reacción presentes 
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normalmente en la leche. El resultado de los controles positivo y negativos 
fueron los esperados. 
155 pb
94 pb
 
Figura 19: Electroforesis de leche de campo libre de PTBC contaminada con Map M35 y 
centrifugada previo a la IMS-PCR IS900 M. Calle 1: PBS/M35 105 UFC/mL (control 
positivo), Calle 2: leche/M35 105 UFC/mL, Calle 3: leche/M35 104 UFC/mL, Calle 4: 
leche/M35 103 UFC/mL, Calle 5: leche/M35 102 UFC/mL, Calle 6: leche/M35 101 UFC/mL, 
Calle 7: leche/M35 105 UFC/mL sin tratamiento; Calle 8: control negativo 
A partir de los resultados obtenidos en los ensayos realizados con muestras de 
leche contaminadas experimentalmente, se definió el siguiente protocolo para 
la técnica de IMS-PCR IS900 M para el análisis de muestras de campo:  
 Homogeneización y calentamiento a 50ºC por 15 min de 10 mL de leche; 
 Centrifugación a 5.300 rpm a 4ºC, durante 20 min; 
 Adición de 10 µL de IMB-AcMo-antiMap/IMB-Ac-antiMap; 
 Homogeneización  a 4°C durante 1 h; 
 IMS realizando tres lavados con PBS 1x; 
 Ebullición del precipitado a 100°C durante 30 min; 
 Centrifugación a 7.000 rpm durante 15 min; 
 Utilización de 5 µL del sobrenadante como templado para la PCR IS900 
M; 
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 Empleo de 10 µL del producto de amplificación para la electroforesis en 
gel de agarosa 2% TBE-2% bromuro de etidio, Orange G y marcador de 
peso molecular; 
 Visualización los productos en un transiluminador de luz ultravioleta a 
320nm. 
4.3. PRUEBA DE CAMPO 
Las 265 muestras de MF, leche y suero fueron procesadas por cultivo de MF y 
leche, ELISA indirecto en suero y IMS-PCR IS900 M en leche. 
4.3.1. Resultados de los cultivos bacteriológicos de MF 
En las 118 muestras de MF provenientes de los establecimientos libres de 
PTBC no se obtuvo desarrollo bacteriano (Tabla 14). Mientras que en las 147 
muestras obtenidas en los establecimientos infectados, el 11,6% (n: 17) fueron 
positivas (Tabla 15). La frecuencia de resultados positivos de MF por 
establecimiento presentó un rango de 0 a 19,4%. No se observaron diferencias 
significativas entre los establecimientos (2: 8,458; p>0,05). 
En la Figura 20 se muestra el desarrollo de Map en cultivo de medio sólido 
HEYM de MF de establecimientos infectados y sus respectivos frotis con tinción 
de ZN. 
Tabla 14: Resultados del cultivo de MF en los establecimientos libres 
Establecimiento n positivo % 
L1 24 0 0 
L2 31 0 0 
L3 38 0 0 
L4 25 0 0 
Total 118 0 0 
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Tabla 15: Resultados del cultivo de MF en los establecimientos infectados 
Establecimiento n positivo % 
I1 22 1 4,5 
I 36 7 19,4 
I3 26 0 0,0 
I4 31 4 12,9 
I5 32 5 15,6 
Total 147 17 11,6 
 
4.3.2. Resultados de los cultivos bacteriológicos de leche 
La mayoría de los cultivos presentó una gruesa capa de grasa que impedía la 
buena visualización de las colonias (Figura 21). Por ello, se tomaron muestras 
de la zona de siembra para realizar una tinción de ZN. Sólo en dos muestras 
provenientes del establecimiento I5 (# 2106 y # 2197) se observó presencia de 
BAAR y con ese material se realizó una PCR IS900 C con resultado positivo en 
ambas. 
 
Figura 20: Desarrollo de colonias de Map de cultivo de MF en 
HEYM/micobactina/piruvato de sodio/antibióticos de establecimientos infectados a PTBC 
 
L. R. Gilardoni Resultados 
 
 65 
 
Figura 21: Siembra de las muestras de leche de campo en HEYM/micobactina/piruvato de 
sodio con antibióticos y sin ellos. Se puede observar la gruesa capa de grasa en la 
superficie del medio 
4.3.3. Resultados de la prueba de ELISA indirecto 
La totalidad de las muestras de los establecimientos libres (n: 118) fueron 
negativas a esta prueba. En la Tabla 16 se presentan los resultados de las 
muestras de los establecimientos infectados. La frecuencia de resultados 
positivos mostró diferencias significativas entre establecimientos (2: 14,574; 
p<0,05). Con la prueba de Bonferroni se determinó el nivel de significación. 
Tabla 16: Resultados de ELISA indirecto, por establecimiento infectado 
Establ. n pos % Nivel de significación* 
I1 22 3 13,6 a 
I2 36 6 16,7 b 
I3 26 9 34,6 ab 
I4 31 18 58,1 b 
I5 32 16 50,0 b 
Total 147 52 35,4  
* filas con letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) 
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4.3.4. Resultados de detección de Map mediante IMS-PCR IS900 M 
Los resultados de esta prueba fueron negativos en todas las muestras de los 
establecimientos libres a PTBC. A modo de ejemplo se presenta la Figura 22, 
donde se muestra la electroforesis en gel de poliacrilamida 12% de los pooles 
de leche del establecimiento L2. 
A fin de confirmar estos resultados y descartar la inhibición de la PCR por parte 
de algunos componentes lácteos remanentes de la IMS, se implementó un 
control de amplificación interna de la PCR IS900 M. El pool de leche 
seleccionado mostró amplificación en la fracción contaminada en todas las 
diluciones de Map M35, mientras que la fracción no contaminada no presentó 
amplificación (Figura 23). 
 
Figura 22: Establecimiento L2, electroforesis en gel de poliacrilamida 12% de la PCR 
IS900 M. Calle 1: Map M35 105 UFC/mL (control positivo), Calle 2 a 7: pooles de leche, 
Calle 8: control negativo 
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Figura 23. Control de amplificación interna de PCR IS900 M. Electroforesis en agarosa 
2% de pool de leche de establecimiento L1. Calle 1 MK: 50 pb, Calle 2: Map M35 105 
(control positivo), Calle 3: Pool 1; Calles 4 a 8: Pool 1 contaminado con M35 105, 104, 103, 
102 y 101 UFC/mL respectivamente; Calle 9: control negativo 
En la Figura 24 se exhiben los resultados de los controles de amplificación de 
PCR IS900 M en los pooles de los cuatro establecimientos libres de PTBC 
originales (calles pares) y contaminados (calles impares). 
De las 147 muestras de leche de los establecimientos infectados, 80 fueron 
positivas (54,4%). Los resultados por establecimiento pueden apreciarse en la 
Tabla 17. No se observaron diferencias significativas entre establecimientos 
(2: 7,489; p>0,05).  
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Figura 24: Control de amplificación interna de PCR IS900 M. Electroforesis en agarosa 
2% de pooles de leche de establecimientos libres. Calle 1: Map M35 105 UFC/mL (control 
positivo); Calles 2, 4, 6 y 8: pool L1 a L4; Calle 3, 5, 7 y 9: pool L1 a L4 contaminados; 
Calle 10: control negativo 
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Tabla 17: Resultados de IMS-PCR en leche, por establecimiento infectado 
Establecimiento n positivo % 
I1 22 12 54,5 
I2 36 16 44,4 
I3 26 20 76,9 
I4 31 17 54,8 
I5 32 15 46,9 
Total 147 80 54,4 
 
Imágenes de la electroforesis en gel de poliacrilamida 12% TBE 0,5x, de la 
PCR IS900 M, correspondientes a algunas de las muestras de los 
establecimientos I1 y I2 pueden apreciarse en la Figura 25, y del 
establecimiento I3 en la Figura 26. 
 
Figura 25: Electroforesis en gel de poliacrilamida 12%. A: Establecimiento I1, Calle 1: 
control negativo; Calle 2 a 8: leche positiva (#: 6106; 5121; 5574; 5739; 5746; 5984; 5709); 
Calle 9: Map M35 105 UFC/mL (control positivo); B: Establecimiento I2, Calle 1, 2, 5 y 8: 
leches negativas (#: 5604, 5734, 5955 y 6286); Calles 3, 4, 6, 7, 9 y 10: leches positivas (#: 
5777, 5788, 6084, 6236, 6459 y 6894) 
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Figura 26: Electroforesis en gel de poliacrilamida 12%. Establablecimiento I3, Calle 1: 
Map M35 105 UFC/mL (control positivo); Calles 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 13 leches 
positivas (#: 7507, 7538, 7006, 7429, 7290, 7596, 7079; 6663, 5022 y 7002); Calle 3, 12 y 14: 
leches negativas (#: 7031, 614 y 7294); Calle 15: control negativo 
En la Figura 27 se muestra la imagen de electroforesis en gel de agarosa 2% 
TBE 0,5x PCR IS900 de muestras positivas del establecimiento E4. 
 
Figura 27: Electroforesis en gel de agarosa 2% de PCR IS900 M del establecimiento I4. 
Calle 1 MK: 50 pb; Calle 2: Map M35 105 UFC/mL (control positivo); Calle 3 a 19 leches 
positivas #: 2054; 1887; 2367; 2032; 2449; 1758; 2184; 2218; 2008; 2473; 2056; 2442; 2622; 
2482; 2662; 2480; 2492); Calle 20: control negativo 
Todas las muestras de leche con resultado positivo a la PCR IS900 M del 
establecimiento I5 también lo fueron a la PCR ISF57, confirmando de esta 
manera la ausencia del IS900-like en dichas muestras. Sin embargo, la 
intensidad de la señal de las amplificaciones de ISF57 fue menor que para 
IS900 (Figura 28 y Figura 29). 
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Figura 28: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de leches positivas a PCR IS900 M, del 
establecimiento I5. Calle 1 MK: 50 pb; Calle 2: Map M35 105UFC/mL (Control positivo); 
Calle 3 a 17: leche # 1699, 1772, 1920, 1946, 2106, 1784, 1977, 1595, 2159, 2167, 2390, 
2185, 2197, 2210, 2232 y Calle 18: control negativo 
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Figura 29: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de las leches positivas a PCR ISF57, 
del establecimiento I5. Calle 2: Map M35 105UFC/mL (Control positivo); Calle 3 a 17: leche 
# 1699, 1772, 1920, 1946, 2106, 1784, 1977, 1595, 2159, 2167, 2390, 2185, 2197, 2210, 2232 
y Calle 18: control negativo 
El proceso de análisis de 30 muestras de leche por la técnica de IMS-PCR 
IS900 M por un operario requirió dos días. 
En el Anexo 5 se presentan los resultados de cultivo de MF, de leche, ELISA 
indirecto e IMS-PCR para cada uno de los 265 animales. 
4.4. ANÁLISIS DE RESULTADOS DE CAMPO 
Los resultados de las pruebas diagnósticas utilizadas (cultivo de MF, ELISA 
indirecto en suero y IMS-PCR IS900 M) en la totalidad de muestras (n: 265), 
fueron analizados a fin de estimar la concordancia entre ellos, y la SE y ES 
relativa del cultivo de MF y el ELISA indirecto, con respecto a la IMS-PCR 
IS900 M. 
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4.4.1. Concordancia entre las técnicas diagnósticas  
En la Tabla 18 se presenta la distribución de la totalidad de las muestras en 
función de su resultado a la IMS-PCR en leche y al cultivo de MF. 
Tabla 18: Distribución de muestras según resultado de IMS-PCR en leche y cultivo de MF 
  Cultivo de MF  
  + -  
+ 15 65 80 
IMS-PCR 
- 2 183 185 
  17 248 265 
 
La proporción de concordancia observada fue de 0,747. Del total de animales 
evaluados, 198 presentaron resultados concordantes en ambas pruebas. 
El índice kappa fue de 0,228 con un índice de confianza, IC, (95%) 0,145-
0,310. Dado que el IC no incluyó al 0 se puede afirmar con un 95% de 
confianza que el valor de kappa es significativamente diferente de 0, o sea que 
la concordancia observada entre el cultivo de MF y la IMS-PCR en leche es 
mayor a la que se esperaría encontrar por azar. 
Los resultados de IMS-PCR en leche y de ELISA indirecto se exponen en la 
Tabla 19. Entre estas dos pruebas se observó una proporción de concordancia 
de 0,721. Del total de animales evaluados, 191 presentaron resultados 
concordantes. El índice kappa fue de 0,264 con un IC (95%) 0,149-0,380. 
Tabla 19: Distribución de muestras según resultado a IMS-PCR en leche y ELISA 
indirecto 
  ELISA indirecto  
  + -  
+ 29 51 80 
IMS-PCR 
- 23 162 185 
  52 213 265 
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En la Tabla 20 se exhiben los resultados de ELISA indirecto y de cultivo de MF. 
En este caso se obtuvieron 214 resultados concordantes entre las dos pruebas, 
con una proporción de concordancia del 0,808. El índice kappa fue de 0,182, 
con un IC (95%) 0,082-0,281. 
Tabla 20: Distribución de muestras según resultado a ELISA indirecto y cultivo de MF 
  ELISA indirecto  
  + -  
+ 9 8 17 
Cultivo de MF 
- 43 205 248 
  52 213 265 
 
Por lo expuesto, se concluye que entre la prueba de IMS-PCR IS900 M en 
leche y cultivo de MF se observó un nivel de concordancia leve (kappa 0,23). 
Entre IMS-PCR en leche y ELISA en suero se verificó el mismo nivel de 
concordancia (kappa 0,26). Mientras que entre el cultivo de MF y ELISA en 
suero el nivel de concordancia fue muy leve (kappa 0,18). 
4.4.2. Sensibilidad y especificidad relativa 
La SE de la prueba de referencia de la PTBC bovina es baja en los estadios I 
y/o II. Por ello, para calcular la SE y ES relativa se utilizó la prueba con mayor 
porcentaje de resultados positivos (IMS-PCR IS900: 54,4%) y no el cultivo de 
MF (11,6%).  
En la Tabla 21: se exponen los resultados positivos (en porcentajes) a las 
cuatro pruebas realizadas en los establecimientos infectados. 
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Tabla 21: Porcentaje de resultados positivos a las pruebas realizadas en los 
establecimientos infectados 
Establ. n Cultivo de MF 
Cultivo de 
leche 
ELISA 
suero 
IMS-PCR 
IS900 
I1 22 4,5 0,0 13,6 54,5 
I2 36 19,4 0,0 16,7 44,4 
I3 26 0,0 0,0 34,6 76,9 
I4 31 12,9 0,0 58,1 54,8 
I5 32 15,6 1,4 50,0 46,9 
Total 147 11,6 1,4 35,4 54,4 
 
En la Tabla 22 se exponen los resultados de cultivo de MF y de IMS-PCR, y en 
la Tabla 23 los de ELISA indirecto y de IMS-PCR. 
Tabla 22: Resultados de cultivo de MF y de IMS-PCR 
  IMS-PCR  
  + -  
+ 15 2 17 
Cultivo de MF 
- 65 183 248 
  80 185 265 
 
%8,18188,0
6515
15 o
negativosFalsospositivosVerdaderos
positivosVerdaderosSE 



  
IC (95%) = 10,2 – 27,3 
 
%9,98989,0
2183
183 o
positivosFalsosnegativosVerdaderos
negativosVerdaderosES 



  
IC (95%) = 97,4 – 100,0 
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Tabla 23: Resultados de ELISA indirecto y de IMS-PCR 
  IMS-PCR   
  + -  
+ 29 23 52 ELISA 
indirecto - 51 162 213 
  80 185 265 
 
%2,36362,0
5129
29 o
negativosFalsospositivosVerdaderos
positivosVerdaderosSE 



  
IC (95%) = 25,7 – 46,8 
%6,87876,0
23162
162 o
positivosFalsosnegativosVerdaderos
negativosVerdaderosES 



  
IC (95%) = 82,8 – 92,3 
La SE (relativa al IMS-PCR) de la prueba de ELISA indirecto (36,2%) fue 
significativamente superior a la del cultivo de MF (18,8%) (p<0,05). 
Contrariamente, la ES (relativa al IMS-PCR) del cultivo de MF (98,9%) fue 
significativamente mayor (p<0,05) que la ES de la prueba de ELISA indirecto 
(87,6%). 
Ambas pruebas presentaron niveles de SE muy bajos, comparados con IM-
PCR IS900 M. En cambio, los niveles de ES fueron aceptables. 
En base al IC de la SE de cada prueba (ELISA indirecto y cultivo de MF) se 
puede afirmar que de cada 100 animales positivos a IMS-PCR entre 73 y 90 
hubieran sido negativos por cultivo de MF, y entre 53 y 75 hubieran sido 
negativos por ELISA indirecto. 
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CAPÍTULO 5. DISCUSIÓN 
La PTBC ha generado gran interés en los últimos años por su creciente 
prevalencia a nivel mundial, su responsabilidad en el incremento de las 
pérdidas económicas y su posible potencial zoonótico. Desde el primer reporte 
de PTBC bovina en 1895 en Alemania por Johne y Frothingham y el 
aislamiento del agente causal en 1912 por Twort e Ingram, su diagnóstico 
siempre ha sido un desafío.  
Existe una amplia gama de métodos diagnósticos, aunque ninguno de ellos 
posee una SE suficiente para identificar los animales en estadios tempranos de 
la infección con Map, los cuales constituyen la clave para el control de la 
enfermedad. El cultivo de la MF y la prueba de ELISA indirecto son los métodos 
diagnósticos rutinariamente empleados, pero sólo presentan resultados 
confiables en los últimos estadios de la PTBC (Bakker, 2010; Nielsen, 2010; 
Whittington, 2010). El diagnóstico definitivo es el hallazgo de las lesiones 
patognomónicas durante el estudio post mortem del animal sacrificado por ser 
sospechoso de PTBC e identificación de Map por cultivo y/o PCR IS900 de 
tejido intestinal y/o linfonódulo regional (Barrington et al., 2003; Tiwari et al., 
2006),, lo cual ambas técnicas son poco prácticas. Así es como Norton y col. 
(2010) afirma que no existe una prueba de referencia que pueda determinar el 
verdadero estado de infección y considera imperfectas las estimaciones de SE 
y ES tomando como base al cultivo de MF. 
En los establecimientos de producción lechera es importante la identificación 
de Map en leche cruda bovina de manera individual por varios motivos. Entre 
ellos se mencionan: i) las pérdidas económicas directas e indirectas causadas 
por la PTBC, ii) por ser la leche una de las vías de transmisión de la infección al 
ternero, perpetuando la infección en el rodeo y iii) por su vinculación con la 
salud pública a causa de ser una micobacteria resistente a la pasteurización.  
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La identificación de Map por cultivo de leche cruda tiene baja SE (16%-37%) 
por la baja cantidad de Map excretada en ese medio (Sweeney et al., 1992a; 
Dundee et al., 2001; Grant y Rowe, 2001; Grant et al., 2004; Gao et al., 2005), 
por las desventajas propias del cultivo y por la dificultad que proporciona la 
grasa láctea en la siembra y posterior identificación de las colonias (Stabel et 
al., 2002). La PCR es un método rápido de detección, pero también presenta 
una baja SE (23%) por la presencia de sustancias inhibidoras de la reacción 
normalmente presentes en la leche, como la grasa y el calcio, entre otras 
(Grant et al.; 2000; Khare et al., 2004). Motivo por el cual, la preparación de la 
muestra previa a la PCR es crucial para maximizar su utilidad. 
Una alternativa para mejorar la SE de los medios de cultivo y de la PCR es 
incrementar la concentración específica de Map en las muestras y evitar el 
efecto negativo de la grasa láctea. Este efecto se logra implementando la IMS 
con NPI acopladas a Ac específicos antiMap. En los primeros trabajos en este 
tema se utilizaron Ac policlonales (Grant et al., 1998a, 1998b, 2000; 2001; 
Khare et al., 2004) argumentando que por dirigirse a varios antígenos de 
superficie se evitaba el alto nivel de especificidad de los AcMo, pero 
aumentaba la posibilidad de concentrar MO que comparten antígenos de 
superficie, obteniendo reacciones cruzadas, cuando se analizan por cultivo. 
Estos mismos autores propusieron la dilución del Ac para eliminar tal 
inconveniente, con lo cual la SE disminuyó (Grant et al., 1998a). 
La máxima capacidad de adhesión de la IMS utilizando Ac policlonales en 
leche contaminada experimentalmente obtenida por Grant y col. (1998) se 
ubica en un rango de 104 a 105 UFC/mL. La obtenida en este trabajo de tesis, 
utilizando Ac policlonal desarrollado en el laboratorio de la Cátedra de 
Inmunología (FCV-UBA) fue del orden de 103 UFC/mL.  
Si bien existe una estrecha homología genética entre Map y Maa, el desarrollo 
de AcMo es propuesto como una herramienta de detección específica y de 
repetitividad. El primer informe del desarrollo de AcMo antiMap fue publicado 
por Mutharia y col. (1997) y le continuaron los trabajos de Mundo (2005), 
Metzger-Boddier y col. (2006) y Bannantine y col. (2011). 
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El AcMo utilizado en esta tesis mostró buena ES en la prueba de ELISA 
indirecto frente las micobacterias M. bovis, Maa y M. phlei (Mundo, 2005; 
Stempler, 2007) y una capacidad de adhesión de 104 UFC de Map/mL. La 
utilización en conjunto de los AcMo y Ac policlonal antiMap permitió 
incrementar la concentración bacteriana (107 UFC/mL) y por ende se obtuvo 
mayor masa de ADN para su uso en la técnica de PCR IS900. 
Los resultados obtenidos con la PCR IS900 utilizando los cebadores M, 
mostraron una detección mínima de 101 UFC/mL para las dos cepas de Map 
evaluadas (ATCC 19698 y M35) en forma experimental. Por lo cual presentó 
una mejor SE que la PCR IS900 empleando los cebadores C (103 UFC/mL) y 
que para la PCR ISF57 efectuada con los cebadores de V (102 UFC/mL). Esta 
diferencia de SE entre los cebadores utilizados en este trabajo posiblemente se 
deban al tamaño y/o composición de los fragmentos de amplificación 
seleccionados, como también al número de copias de las IS dentro del genoma 
de Map. 
Es conocido que existe una relación inversa entre el tamaño del producto de 
PCR y la eficiencia de amplificación. Los productos relativamente cortos 
presentan mayor SE para su detección, pueden permanecer intactos bajo 
condiciones de degradación del ADN y son menos dependientes del uso de 
una muestra fresca. Por ello, se aconseja trabajar con fragmentos de 
amplificación entre 100 y 300 pb (Sachse, 2002). El producto de amplificación 
IS1 obtenido por los cebadores M concuerda con esta afirmación (155 pb), 
mientras que los productos amplificados según cebadores C y V son de mayor 
longitud (218 bp y 432 bp, respectivamente). 
También se ha demostrado que las regiones de ADN con alto contenido de GC 
son de amplificación variable. Las fuertes estructuras secundarias del ADN 
ocasionan una ineficiente separación de ambas cadenas y la consiguiente 
detención de la acción de la polimerasa. Motivo por el cual, se aconseja 
seleccionar regiones a amplificar con bajo contenido en GC (Baskaran et al., 
1996). Esto ratifica los resultados obtenidos para la PCR IS900 con cebadores 
M (IS1) cuya región a amplificar contiene 94 GC (60%) en su estructura, 
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mientras que la obtenida con los cebadores C contiene 144 GC (66%) y la 
región amplificada con los cebadores V para ISF57 tiene 249 GC (59%) 
(Poupart 1993). 
La existencia de múltiples copias de una determinada IS dentro del genoma 
microbiano, como es el IS900, permite mejorar la SE de la PCR (Sachse, 
2002). Los resultados obtenidos en esta tesis utilizando el IS900 dan muestra 
de ello. La alta ES de la ISF57 con una copia, reduce su SE en las pruebas 
diagnósticas con probabilidad de brindar resultados falsos negativos en 
muestras de animales bajos excretores de Map (Ellingson et al., 2005b; 
Mörbius et al., 2008; DEFRA, 2009; Rizaldos, 2010; Castellanos et al., 2012). 
Asimismo, la aparente estricta ES del ISF57 es discutida a causa de reacciones 
cruzadas con M. obuense (Vansnick et al., 2004; Möbius et al., 2008). 
En el desarrollo de esta tesis, también se demostró la ausencia de 
amplificación inespecífica de la PCR IS900 M, para todas las concentraciones 
empleadas de las micobacterias Maa, M. phlei, M. fortuitum y M. scrofulaceum. 
Tales resultados son sugerentes de la ES del sistema desarrollado. Para la 
elección de las micobacterias empleadas se tomaron criterios genéticos y 
ambientales. Se seleccionó el Maa, por pertenecer al complejo MAC, presentar 
un 97% de homología genética con Map (Bannantine et al., 2002a, 2003) y 
haber sido aislado en bovinos, aunque es el agente causal de la TBC aviar. El 
M. phlei y M. fortuitum fueron elegidos por ser potenciales contaminantes 
ambientales y por ende post ordeño. El M. scrofulaceum fue seleccionado por 
haber sido aislado de heces bovinas con amplificación del IS900-like (Cousins 
et al., 1999). 
La utilización de calor y centrifugación de la muestra previa al tratamiento de la 
IMS-PCR IS900 M mejoró la SE de la técnica, permitiendo amplificar hasta una 
concentración de 101 UCF/mL. Estos resultados concuerdan con lo expuesto 
por Gao y col. (2005, 2007) y Grant y col. (1998a, 2000), quienes sostienen que 
la alteración física y química que sufre la leche cruda al aplicar este 
procedimiento favorece la concentración de Map en el precipitado. 
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El objetivo de este trabajo fue el desarrollo de la técnica IMS-PCR IS900 M. Su 
capacidad diagnóstica fue evaluada en muestras de campo y su rendimiento 
comparado con otras pruebas. Su validación definitiva deberá ser el objetivo de 
futuros estudios, ya que la validación de una prueba diagnóstica requiere de un 
método de referencia, que puede ser uno o varios métodos diagnósticos. El 
método de referencia debe tener mayor precisión que la prueba que se desee 
validar. Además, el número de muestras requerido para la validación debería 
exceder 300 verdaderos positivos y 1000 verdaderos negativos para estimar 
SE y ES respectivamente (Thrusfield, 2007). Si bien la validación de la prueba 
desarrollada no fue incluida en los objetivos de esta tesis, el estudio de campo 
realizado aportó datos que permiten inferir su buen rendimiento. En el estudio 
de campo, los animales estudiados de los establecimientos infectados no 
presentaban signos compatibles con PTBC. Por ende, se puede inferir que 
estén cursando, muy probablemene, el estadio I y/o II de la enfermedad. Es 
importante recordar que los animales en dichos estadios son los que perpetuan 
y diseminan la infección intrarodeo y son difícilmente diagnosticados, debido a 
la ausencia de signos clínicos y la baja SE de las pruebas de laboratorio 
actuales.  
Con respecto al análisis de leche, la IMS permite concentrar las bacterias, que 
al ser lisadas por calor liberan el ADN que es detectado por la PCR, tanto de 
bacterias viables o no (Grant et al., 2000). Por tal motivo, un resultado positivo 
a IMS-PCR no indica obligatoriamente la presencia de Map viable. Esto explica 
la mayor SE de esta técnica con respecto al cultivo (Pinedo, 2008) y es 
coincidente con lo afirmado por numerosas publicaciones. A partir de muestras 
de leche de tanque Jayarao y col. (2004) obtuvo 7% de resultados positivos por 
cultivo y 27% por PCR IS900. Similares conclusiones fueron comunicadas por 
Stabel y col. (2002); Grant y col. (2003); Reddacliff y col. (2003); Gao y col. 
(2005); Ayele y col. (2005); Ellingson y col. (2005a) y DEFRA (2009) a partir de 
leche cruda y pasteurizada. 
Se pudo demostrar la ausencia de bacterias IS900-like en las leches con 
resultado positivo a PCR IS900 M. Esta afirmación se basa en lo resultados 
obtenidos por la doble evaluación por PCR de las muestras del establecimiento 
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I5, las que cuales fueron positivas tanto a PCR IS900 M como a PCR ISF57. La 
mayoría de las señales del fragmento amplificado por ISF57 fueron de menor 
intensidad respecto a la observada por IS900 (Figura 28 y Figura 29). Muy 
probablemente, este hecho se deba a que el ISF57 se halla con una copia, lo 
cual le otorga una menor SE según lo afirmado por Ellingson y col. (2005b), 
Mörbius y col. (2008) y Rizaldos (2010). De estos resultados se concluye que 
las muestras positivas a PCR IS900 M fueron verdaderas positivas. 
El debate sobre la ES del IS900 se inició con el hallazgo del IS900-like en 
muestras de MF, tejido (Cousins et al., 1999; Englund et al., 2002; Rayeev et 
al., 2005) y leche de tanque (Taddei et al., 2008), que fueron descontaminadas 
con HPC y sembradas en HEYM, sin desarrollo de colonias características de 
Map, aunque fueron ZN positivas. Dichos hallazgos podrían estar relacionados 
con la ineficaz acción bactericida de la descontaminación. A pesar del debate, 
el IS900 sigue siendo la secuencia más validada y rutinariamente empleada 
para el diagnóstico e identificación de Map por PCR tradicionales, PCR 
múltiple, anidada, in situ sobre tejido y a tiempo real. La IS900 es considerada 
altamente específica y por estar presente en varias copias en el genoma de 
Map, es un marcador muy sensible de detección (Taddei et al., 2005). De todas 
maneras, Bölske y Herthnek (2010) sostienen que es posible complementar la 
PCR IS900 con otra IS u otros métodos confirmatorios de la presencia de Map, 
como por ejemplo el cultivo. Este procedimiento fue empleado en esta tesis, 
pues se utilizó el cultivo de MF y de leche, la determinación de Ac séricos 
mediante la prueba de ELISA indirecto y se adicionó la ISF57 en la PCR. 
La totalidad de las muestras de los establecimientos libres resultó negativa a la 
IMS-PCR IS900 M. Esto no se debería a factores inhibidores post IMS, ya que 
el resultado del control de amplificación interna de la PCR IS900 M demostró 
que el tratamiento con las IMB-Ac eliminó los elementos inhibidores de la leche 
para la reacción de PCR. Por lo tanto, las muestras con resultado negativo 
pueden ser consideradas como verdaderas negativas. 
La concordancia entre el cultivo de MF y la IMS-PCR IS900 M presentó un nivel 
leve (kappa: 0,23) y su SE y ES (relativas al IMS-PCR) fueron de 18,8% y 
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98,9% respectivamente. La baja SE observada se debería al estadio subclínico 
de los animales evaluados (ninguno presentaba signos compatibles con 
PTBC). Esto concuerda con lo expresado en varias publicaciones acerca de las 
desventajas del cultivo en los primeros estadios de la infección (de Juan et al., 
2006a, 2006b; Alinovi et al., 2009; OIE, 2008). 
La prueba de ELISA indirecto presentó un nivel de concordancia con IMS-PCR 
leve (kappa: 0,26), y su SE y ES relativa a la misma prueba fue de 36,2% y 
87,6% respectivamente. La concordancia observada entre estas pruebas en 
muestras de animales asintomáticos coincide con lo descripto por Stabel 
(1997), Whitlock y col. (2000) y por Buergelt y Williams (2004) sin embargo es 
superior a la descripta por Pinedo y col (2008). Los animales en estadios 
tempranos, con baja y/o intermitente excreción de Map, generalmente no 
producen niveles detectables de Ac (Badi et al., 2010). Así es como la no 
detección de Ac séricos no implica la ausencia de excreción de Map por leche 
y/o MF (Whitlock et al., 2000; Buergelt y Williams, 2004; Pinedo et al., 2008). 
Los niveles de SE y ES relativa presentados para ambas pruebas (cultivo de 
MF y ELISA indirecto) se halla dentro de los valores de SE y ES diagnóstica 
publicados por numerosos autores, como puede apreciarse en la Tabla 5. Esto 
contribuye a pensar que la capacidad discriminatoria de la prueba IMS-PCR 
IS900 M en muestras de leche sería similar a la de las diferentes pruebas de 
referencia utilizadas por dichos autores. 
La ausencia de resultados positivos en los establecimientos libres es un 
indicador del alto nivel de especificidad demostrado por la IMS-PCR IS900 M. 
No se han encontrado referencias bibliográficas de trabajos propios del país 
que utilicen la técnica de separación inmunomagnética con anticuerpos 
monoclonales y/o policlonales específicos antiMap para la concentración y 
separación de Map en leche, como tampoco su asociación a la PCR IS900 o 
PCR F57. La técnica de IMS-PCR IS900 M se vislumbra como una herramienta 
de mucho valor para el diagnostico de bovinos lecheros con PTBC. 
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Los datos obtenidos en este trabajo de tesis contribuyen al conocimiento del 
estado sanitario de la PTBC en los establecimientos bovinos de producción 
láctea en la Argentina y aporta una nueva herramienta diagnóstica a 
implementar en el control de la PTBC bovina. 
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CAPÍTULO 6. CONCLUSIONES 
 La implementación de la separación inmunomagnética con 
nanopartículas imantadas acopladas a anticuerpos monoclonales y 
policlonales específicos antiMap favorece por un lado la 
concentración y la separación de Map en leche y por el otro la 
eliminación de los microorganismos contaminantes y sustancias 
lácteas inhibidoras de la PCR. 
 El calentamiento y centrifugación de la leche previa a la separación 
inmunomagnética incrementa la SE de la PCR IS900. 
 La PCR IS900 M requiere menos tiempo de labor que la PCR IS900 
con los cebadores de Collins y que la PCR ISF57. 
 La técnica de IMS-PCR IS900 M permite detectar animales 
excretores de Map en estadios tempranos, que no son detectados 
por las pruebas rutinarias. 
 Los resultados de la prueba de campo sugieren que los niveles de 
sensibilidad y especificidad de IMS-PCR IS900 M serían superiores a 
los de las pruebas rutinarias. 
 La técnica de IMS-PCR IS900 M ha sido desarrollada y probada en 
muestras de campo. Por los resultados obtenidos, es una buena 
prueba diagnóstica de PTBC bovina en leche cruda, complementaria 
a las pruebas empleadas actualmente. Su validación y posterior 
implementación como prueba diagnóstica rutinaria debería 
próximamente llevarse a cabo. 
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CAPÍTULO 8. ANEXOS 
8.1. ANEXO 1: SECUENCIAS DE INSERCIÓN DE MAP 
Secuencia de IS900 (GenBank X16293, BLASTN 2.2.26)  
1 cgcgaaggag attctcaatg acgttgtcaa gccgccgcgg tagtggttgc ggggtggtag 
61 acagcgtggt cgcgcagcat ggcccacagg acgttgaggc ggcggcgggc cagggcgagg 
121 gggtcggtgc ggatgctgac caaggccgac aggtagcagg cgcgcagcag gcgccggtcg 
181 acggcttggg tgtggcgttt tccttcggtg cgttttcggt cgtagtaggt gcgcgaggag 
241 tagcgtcggg ggcgtttgag gtttccgctg atgcggccgg aatctcgtgg taccggcgcc 
301 aggccggcga cgccggcgag gcggtcggcg gaggcgaatg cggccatgtc cccgccggtg 
361 gcggcgagga actcagcgcc caggatgacg ccgaatccgg gcatgctcag gatgatttcg 
421 gcgtggcggt ggcggcgaaa tcgctcctcg atcatcgcgt cggtgtcgcc gatttcggtg 
481 tcgagggcca tcacctcctt ggccaggcgg gccaccacag tggccgccag ttgttggccg 
541 ggcacgatgc tgtgttgggc gttagcggcc tgcagcgcgg tggctgcgac ggtatcggcg 
601 ttgcgggcct tgcgtttacg caagaacgcg gctactcgag cgccaccggc gctgcgcagc 
661 gcgtcgggag tttggtagcc agtaagcagg atcagcgcgg cacggctctt gttgtagtcg 
721 aaggcgcgtt ccagcgccga aagtattcca gcagctgggc gcgcattcgg ttcgatcgcc 
781 cgggtccgat cagccaccag atcggaacgt cggctggtca ggatgcgcag ctcgactgcg 
841 atgtcatcgc cggcgcgcag aggctgcaag tcgtggcgca tccgggcctg atcggcgatg 
901 atcgcagcgt ctttggcgtc ggtcttgcct tcgccgcggt aactacccgc ggcgtgatgg 
961 accgtgcgcc cgggaatata aagcagccgc tgcccggcag cgatgagcaa ggcgatcagc 
1021 aacgcggcgc cgccggcgtt gaggtcgatc gcccacgtga cctcgcctcc atcggccaac 
1081 gtcgtcaccg ccgcaatcaa ctccagcagc gcggcctcgt cgttggccac ccgctgcgag 
1141 agcaatcgct gcgcgtcgtc gttaataacc atgcagtaat ggtcggcctt accggcgtcc 
1201 acgcccgccc agacaggttg tgccacaacc acctccgtaa ccgtcattgt ccagatcaac 
1261 ccagcagacg accacgccga cgtgtcctta cacagcgatc caatcgcatc tctcaattag 
1321 cggtcgagtc gtcgcgggac cgcgggcggc caatctcctt cggccatcca acacagcaac 
1381 cacatgaaag ccatacccga cgtccctggg caattcgaag cctaagcgac ggccccgaac 
1441 acccttcaag aaaggtaagg aacaccacat gacca 
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Secuencia de F57 Poupart et al., 1993. (GenBank X70277, BLASTN 2.2.26) 
1 ggatctcggc cccgatagct ttcctctcct tcgtcaccaa ctggcgcggg tccaggaacg  
61 cttggcactc gtcaatcacc acgaacacca gcggaacctg cggcgtcggg ccgcgatccc  
121 aaaagttgga cgatccgaat atgttgttgc cctgtctaat tcgatcacgg actagaccgg  
181 tcgcgtcatt cagaatcgct gcaatctcag gcagctccag atcgtcattc atgaatcggc  
241 agctacgagc acgcaggcat tccaagtcct gaccaccctt cccgtcgatg acagcgaact  
301 ggaccgccgc tgacgcaccg aacgacccca gagcactcgt cagccacgcg gttttccccg  
361 accctggtac gcctcccact acaacgcccg atacgttcgc caacgggagc gactggtaga  
421 cgcccatttc atcgataccc aaactcagag accacgagtg ggcggctggc acagacgacc  
481 attcaagcgg cgaactaagc ggatcgacaa ttctcagctg caactcgaac acacctggga  
541 ccggctcggt gacaacaaca ttcggtacac caatagctga cgccagcttc ggagccgcca  
601 cctgccactg tctgagatcc  
 
8.2. ANEXO 2: PRODUCCIÓN DE AcMo Y Ac POLICLONAL 
Producción de anticuerpos monoclonal antiMap (protocolo Mundo 2005) 
Se sometió a dos ratones BALB/c de 20 a 40 días de edad al siguiente plan de 
inmunización: tres inoculaciones intraperitoneales (IP) cada 15 días de 100 µg 
de proteína de membrana p34 por dosis, emulsionadas con adyuvante de 
Freund incompleto (Gibco). Entre la segunda y tercera dosis se tomó una 
muestra de sangre para determinar los niveles de Ac mediante ELISA indirecto. 
A la semana siguiente fueron sacrificados y se extrajeron células esplénicas y 
sangre. Las células esplénicas fueron inyectadas en medio PPMI (SIGMA) 
enriquecido con suero fetal bovino (SFB) (SIGMA) para disgregarlas.  
Las células del mieloma Sp 2/0 (ATCC) en fase de crecimiento fueron 
fusionadas con las células esplénicas, en una relación de 1:4 y PEG (PM3350) 
(SIGMA) como agente de fusión. Se llevó a incubación a 35ºC a una atmósfera 
de 5% de CO2 durante 17 días. 
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Producción de anticuerpos policlonal antiMap (protocolo Mundo 2005) 
Se produjo un suero policlonal de ratón antiMap por inmunización de ratones 
BALB/c adultos, inoculando 3 dosis cada 15 días por vía IP de 250 µL de 
adyuvante de Freund incompleto (Gibco) y 100 µg (peso seco) de Map. Tres 
semanas luego del último refuerzo los ratones fueron sangrados a blanco para 
obtención del suero policlonal. 
8.3. ANEXO 3: MEDIO DE CULTIVO 
Medio de Herrold con yema de huevo (HEYM). 1000 mL 
 Peptona de carne  9,0 g 
 Cloruro de sodio 4,5 g 
 Agar Agar de alta pureza 15,3 g 
 Extracto de carne vacuna 2,7 g 
 Glicerol 27,0 mL 
 Agua destilada 870,0 mL 
 Yemas de huevo * 6,0 unidades 
 Micobactina 2,0 mg 
 Solución de Verde de Malaquita** 5,1 mL 
* Se preparan asépticamente usando huevos frescos. 
** Verde de Malaquita (forma oxálica) al 2% en agua 
Preparación de la micobactina: El contenido de un frasco de micobactina (2 
mg) se disuelve en 4 mL de alcohol etílico. Esta solución es suficiente para 
preparar 1 litro de medio de Herrold. 
Preparación de los huevos: Los huevos se lavan con agua tibia y detergente, 
luego se los enjuaga con agua corriente y se los seca con gasa estéril y se los 
sumerge en alcohol etílico 70° durante 15 min. Nuevamente son secados con 
gasas estériles  
Realización del medio de cultivo: Se prepara la solución compuesta por todos 
los ingredientes, salvo las yemas y la solución colorante, en un matraz de 2 
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litros y se ajusta el pH a 7,5 con hidróxido de sodio 1N, homogenizando por 
agitación. Se esteriliza en autoclave a 121°C durante 20 min. Se deja enfriar a 
56°C y se añade la solución de Verde de Malaquita al 2% estéril, la micobactina 
con la pipeta dejándola caer directamente en el centro para que no toque la 
superficie interior del frasco. Cada huevo es quebrado por un extremo con una 
pinza estéril haciendo una perforación de 10 mm, descartando la clara y con la 
misma pinza se mezcla la yema, girando y quitando el saco vitelino. La yema 
es vertida dentro del suavemente en el medio de cultivo con suave agitación. 
Se homogeniza nuevamente la mezcla y se distribuye asépticamente en tubos 
con tapa a rosca en forma de pico de flauta. Se deja solidificar en posición 
inclinada. Se comprueba la esterilidad incubando el medio a 37°C durante 48 h. 
Medio de Herrold con yema de huevo, micobactina y piruvato de sodio 
Al medio de Herrold con yema de huevo se adiciona 4 g de piruvato de sodio. 
Medio de Herrold con yema de huevo, micobactina y antibióticos 
Al medio de Herrold con yema de huevo se adiciona la siguiente mezcla de 
antibióticos: Anfotericina B (2,0 mg/mL); Nistatina (100 µg/mL); Vancomicina 
(100 µg/mL) y Acido nalixidico (3,0 mg/mL). 
SUPLEMENTO OADC 10x 
 Ácido oleico 1% 0,50 mL 
 Albúmina bovina, fracción V 50,0 g 
 Dextrosa 20,0 g 
 Catalasa 0,04 g 
 Agua destilada c.s.p. 1000 mL 
Filtrar por filtro de 0,2µm. 
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8.4. ANEXO 4: REACTIVOS DE ELISA 
Protocolo EEA-INTA Balcarce 
Solución de lavado (salina tween) 
 Cloruro de sodio    0,85 grs (MERCK # 1099450001) 
 Tween 80    0,05 mL (MERCK # 822187) 
 Agua destilada bidestilada       100,00 mL 
No se ajusta el pH. 
Solución PBS-TG 
 Fosfato de sodio monobásico 0,68 grs (SIGMA # S9638) 
 Fosfato de sodio dibásico 4,63 grs (Merck1.06586.1000.1026) 
 Cloruro de sodio 3,13 grs (MERCK # 1099450001) 
 Tween 80 0,18 mL (MERCK # 822187) 
 Gelatina p/ electroforesis, Type A 0,38 grs (SIGMA # G-8150) 
 Agua destilada bidestilada 372 mL nn 
Ajustar el pH de la solución a 7,6 con hidróxido de sodio 1 N. 
Buffer de sensibilización (Pegado de antígeno) 
 Carbonato de sodio 0,05 M (anhidro) 0,05 grs. (SIGMA # 22,232-1) 
 Agua destilada bidestilada  86 mL 
Ajustar el pH de la solución a pH 9,6 con ácido clorhídrico 1N. 
Antígeno protoplasmático  
El antígeno protoplasmático (PPA-3) se disuelve en H2O bidestilada y se diluye 
con buffer carbonato en la relación de 0,072 mL de antígeno en 10 mL de 
buffer. 
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Buffer citrato 
 Acido cítrico monohidrato  0,05 grs. (SIGMA # 24,752-9) 
 Agua destilada bidestilada 47 mL 
Ajustar el pH de la solución a pH 4,0 con hidróxido de sodio 1 N. 
Solución de reveladora (ABTS) 
La solución reveladora es ABTS: 2,2'azino-bis 3-ethyl-benzothiazoline-6-
sulfonic acid diammonium SALT (ABTS SIGMA A-1888). 
Solución stock de ABTS: 
 ABTS      0,011 mg  
 Agua destilada bidestilada  0,4875 mL  
Solución de trabajo: 
 Solución stock de ABTS   60 µl  
 Buffer citrato     12 mL 
 Agua destilada 1M, 30 % estabilizada) 48 µl 
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8.5. ANEXO 5: RESULTADOS INDIVIDUALES 
Establecimiento I1 
CULTIVO 
ID 
ELISA 
indirecto 
(DO) MF LECHE 
IMS-PCR 
256 - - - - 
5121 - - - + 
5379 - - - - 
5574 - - - + 
5709 - - - + 
5711 S - - - 
5739 - - - + 
5746 - - - + 
5908 S - - - 
5923 S - - - 
5924 - - - - 
5939 - - - - 
5941 - - - - 
5942 - - - + 
5946 - - - + 
5959 - - - + 
5978 - - - - 
5980 - - - + 
5984 - + - + 
6106 - - - + 
6109 - - - + 
6867 - - - - 
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Establecimiento I2 
CULTIVO 
ID 
ELISA 
indirecto 
(DO) MF LECHE 
IMS-PCR 
224 - - - + 
5116 - - - + 
5604 - - - - 
5734 S - - - 
5777 - - - + 
5779 - - - - 
5788 + + - + 
5885 - - - + 
5955 - - - - 
5983 - - - - 
6084 + - - + 
6236 - - - + 
6286 - - - - 
6256 - - - - 
6299 - - - - 
6459 - - - + 
6886 - - - - 
6894 - - - + 
6468 - - - - 
6478 - - - + 
6802 - - - - 
6608 - - - - 
6616 + + - + 
6618 - - - - 
6652 - + - + 
6669 - + - + 
6673 - + - + 
6820 - - - - 
6824 - - - - 
6857 - - - - 
6868 - - - - 
6873 S + - + 
6875 - - - - 
6883 S - - - 
7008 - + - + 
7021 - - - - 
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Establecimiento I3 
CULTIVO 
ID 
ELISA 
indirecto 
(DO) MF LECHE 
IMS-PCR 
7507 - - - + 
7538 - - - + 
7006 + - - + 
7429 S - - + 
7290 - - - + 
7596 + - - + 
7509 + - - + 
7079 - - - + 
6663 - - - + 
7031 - - - - 
5022 - - - + 
614 S - - - 
7002 + - - + 
7294 - - - - 
7314 - - - + 
7663 - - - + 
7465 - - - + 
7552 - - - + 
7199 - - - + 
7160 + - - - 
7656 - - - + 
7091 - - - + 
6269 - - - + 
510 S - - + 
7501 + - - - 
7579 - - - - 
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Establecimiento I4 
CULTIVO 
ID 
ELISA 
indirecto 
(DO) MF LECHE 
IMS-PCR 
1688 + - - - 
1758 + - - + 
1821 S - - - 
1887 + - - + 
2008 - + - + 
2032 S + - + 
2054 - - - + 
2056 S - - + 
2087 S - - - 
2142 S - - - 
2161 - - - - 
2184 + - - + 
2218 - + - + 
2352 S - - - 
2367 - - - + 
2417 - + - - 
2442 + - - + 
2449 S - - + 
2473 + - - + 
2480 + - - + 
2482 + - - + 
2484 - - - - 
2492 - - - + 
2518 S - - - 
2558 - - - - 
2583 - - - - 
2605 S - - - 
2621 - - - - 
2622 + - - + 
2658 - - - - 
2662 - - - + 
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Establecimiento I5 
CULTIVO 
ID 
ELISA 
indirecto 
(DO) MF LECHE 
IMS-PCR 
1502 - - - - 
1533 - - - - 
1595 + + - + 
1650 - - - - 
1699 - - - + 
1772 S - - + 
1784 + - - + 
1863 - - - - 
1906 - - - - 
1920 S - - + 
1946 - - - + 
1950 + - - - 
1959 - - - - 
1977 S + - + 
1986 - - - - 
2106 + - + + 
2159 - - - + 
2167 - - - + 
2185 + + - + 
2197 - - + + 
2210 - - - + 
2217 - - - - 
2219 S - - - 
2293 S - - - 
2308 S - - - 
2232 - - - + 
2390 + + - + 
2408 + + - - 
2486 - - - - 
2508 S - - - 
2517 S - - - 
2566 + - - - 
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Establecimiento L1 
CULTIVO 
ID 
ELISA 
indirecto 
(DO) MF LECHE 
IMS-PCR 
24 - - - - 
55 - - - - 
73 - - - - 
104 - - - - 
106 - - - - 
208 - - - - 
224 - - - - 
284 - - - - 
304 - - - - 
307 - - - - 
314 - - - - 
415 - - - - 
418 - - - - 
502 - - - - 
526 - - - - 
603 - - - - 
612 - - - - 
615 - - - - 
620 - - - - 
774 - - - - 
795 - - - - 
6419 - - - - 
6427 - - - - 
6468 - - - - 
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Establecimiento L2 
CULTIVO 
ID 
ELISA 
indirecto 
(DO) MF LECHE 
IMS-PCR 
4761 - - - - 
4772 - - - - 
4241 - - - - 
4747 - - - - 
4710 - - - - 
4445 - - - - 
4434 - - - - 
3894 - - - - 
4415 - - - - 
4404 - - - - 
4399 - - - - 
4371 - - - - 
3668 - - - - 
4237 - - - - 
4067 - - - - 
4271 - - - - 
4014 - - - - 
3829 - - - - 
4451 - - - - 
4470 - - - - 
4234 - - - - 
3385 - - - - 
4408 - - - - 
3815 - - - - 
4018 - - - - 
4409 - - - - 
3797 - - - - 
4689 - - - - 
4207 - - - - 
4038 - - - - 
4235 - - - - 
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Establecimiento L3 
CULTIVO 
ID 
ELISA 
indirecto 
(DO) MF LECHE 
IMS-PCR 
301 - - - - 
1105 - - - - 
1124 - - - - 
1240 - - - - 
1512 - - - - 
1598 - - - - 
1744 - - - - 
1879 - - - - 
1894 - - - - 
1909 - - - - 
1913 - - - - 
1972 - - - - 
2003 - - - - 
2037 - - - - 
2089 - - - - 
2104 - - - - 
2122 - - - - 
2131 - - - - 
2154 - - - - 
2173 - - - - 
2282 - - - - 
2362 - - - - 
2373 - - - - 
2383 - - - - 
2386 - - - - 
2397 - - - - 
2421 - - - - 
2465 - - - - 
2468 - - - - 
2534 - - - - 
2578 - - - - 
2589 - - - - 
2608 - - - - 
2620 - - - - 
2628 - - - - 
2630 - - - - 
2692 - - - - 
1887 - - - - 
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Establecimiento L4 
CULTIVO 
ID 
ELISA 
indirecto 
(DO) MF LECHE 
IMS-PCR 
504 - - - - 
502 - - - - 
804 - - - - 
717 - - - - 
822 - - - - 
612 - - - - 
6468 - - - - 
620 - - - - 
418 - - - - 
795 - - - - 
28 - - - - 
21 - - - - 
834 - - - - 
6427 - - - - 
407 - - - - 
720 - - - - 
73 - - - - 
802 - - - - 
815 - - - - 
314 - - - - 
119 - - - - 
713 - - - - 
821 - - - - 
827 - - - - 
6545 - - - - 
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